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Abstract of DE 4110085 (A1) 

The following are claimed: (A) Prepn. of an 

oligoribonucleotide (A), based on 8-35 nucleotides .» ,. | 

of formula (II) (or a 2'-OH or 2'-deoxy deriv.) | v l: x | 

comprises: (a) linking the corresp. ribonucleotide y / 

building blocks in the presence of a coupling agent; \ J 

and (b) opt. incorporating labelled gps. and/or ^ ^ 

lipophilic gps. in (A) and opt. cleaving protecting 

gps.. In (II), B = cytosine, uracil, adenine, guanine or 

inosine; R = 1-30C alkyl; E1 = a phosphate diester-, 

methyl phosphonate, phosphoramidate- or 

phosphorthioate-residue; Provided that (i) at least 

one R is 2-30C alkyl and (ii) the terminal 3' and 5' 

positions are an OH gp. (opt. modified by a labelled 

or lipophilic gp.) or a phosphite ester-, H- 

phosphonate- or phosphate ester-residue. (B) 

Prepn. of an oligoribonucleotide (A), based on 8-35 

nucleotides; (C) (A) are new (A") when the terminal 

3' and 5' positions are OH (opt. modified by labelled 

or lipophilic gps.) or a phosphate ester residue; (D) 

Prepn. of nucleosides of formula (III) where B" = opt. 

protected cytosine, uracil, adenine, guanine or 

inosine; R" = 2-30C alkyl when B is opt. protected 

adenine, otherwise 1-30C. (E) (III) are new (i) when 

B" is guanine protected in 6-position by 

nitrophenylethyl and R" is methyl, and (ii) when R" is 

2-30C alkyl and B" is opt. protected cytosine, 

inosine, uracil or guanine. (F) Alkylated 

ribonucleotide building blocks are new; and (G) 

Liposomes, in which are incorporated (A") modified 

by 3'cholesterol or 3'-thiocholesterol, are new. USE - 

(A") are useful as antisense oligonucleotides, 

probes, primers or primer sections. They may be 

used to inhibit gene expression or virus replication. 
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@ 2'0-Alkyl-oligoribonukleotide, Verfahren zu deren Herstellung und deren Verwendung als 
Antisense-Oligonukleotide 

@ 2' 0-Alkyl-oligoribonukleotide, aufgebaut aus 8 bis 35 
Nukleotiden der allgemeinen Formel II 



(II) 




OR 



s 



worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 

R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und 

E 1 ein Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphorami- 

dat- oder Phosphorthioatrest ist, 

oder deren 2'-OH oder 2'-Desoxyderivat, 

wobei in mindestens einem der Nukleotide R Alkyl mit 2 bis 

30 C-Atomen ist; die Bausteine, aus denen sie aufgebaut 

sind ( Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung 

als Antisense-Oligonukleotide, Sonden, Primer oder Primer- 

abschnitte. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf 2'-0-Alkyloligoribonukleotide, die Bausteine, aus denen sie aufge- 
baut sind, Verfahren zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung als Antisense-Oligonukleotide, Sonden, Primer 
oder Primerabschnitte und ferner auf 2'-0-Alkyloligoribonukleotide, die an den Positionen am 3'- und 5'-Ende 
modifiziert sind. 

Oligonukleotide binden durch spezifische Wasserstoffbriickenbindungen von Basenpaaren an komplemen- 
tare Sequenzen von genomischer DNA oder RNA, wobei bereits relativ kurze Oligomere von < 20 Basen 
spezifisch mit DNA oder RNA hybridisieren und auf diese Weise die Genexpression oder die virale Replikation 
gezielt beeintrachtigen konnen. 

Im folgenden sind als Antisense-Substanzen Oligonukleotide definiert, die aufgrund Basensequenz-spezifi- 
scher Wechselwirkung eine inhibierende Wirkung auf bestimmte Gene ausuben konnen. Diese Antisense 
Oligonukleotide konnen durch Basenpaarung komplementare einzelstrangige Nukleinsauresequenzen (DNA 
oder RNA) oder auch doppelstrangige Nukleinsauresequenzen (DNA) von Genabschnitten binden, wobei aus 
dieser Bindung eine Inhibierung des entsprechenden Gens resultiert. Dabei kann das Antisense Oligonukleotid 
komplementar zu dem RNA-Strang sein ("antisense"), oder im gegebenen Falle auch die gleiche Sequenz 
("sense") haben; letztere ist somit komplementar zum entsprechenden DNA-Strang der Sequenz. 

Die Verwendung von synthetischen Oligonukleotiden als spezifische Inhibitoren der Genexpression oder der 
Virusreplikation, sog. "Antisenseoligonukleotide", hat in den letzten Jahren zunehmend an Interesse gewonnen. 
Eine wesentliche Beschrankung bei der Anwendung dieser Strategie besteht jedoch darin, daB kurze einzelstran- 
gige Nukleinsaure-Molekule nach ihrem Eintritt in die Zelle biologisch instabil sind. Urn diesem Nachteil zu 
begegnen, sind bereits einige Versuche unternommen worden, nicht in der Natur vorkommende Nukleinsaure- 
Analoge zu synthetisieren, die bei erhohter Biostabilitat die Hemmaktivitat der naturlichen Nukleinsauren 
aufweisen. Ergebnisse dieser Versuche, die sich bisher vor allem auf Oligodesoxyribonukleotid- Analoge konzen- 
triert haben, sind z. B. Phosphorthioate, Methylphosphonate und Phosphoramidate. 

Da der RNA-RNA-Doppelstrang stabiler ist als das DNA-RNA-Hybrid, wurde der vorliegenden Erfindung 
die Aufgabenstellung auf RNA-RNA-Hybride ausgerichtet, bei denen dem Vorteil einer groBeren Hybndstabili- 
tat eine groBere Anfalligkeit der RNA gegenuber Nukleaseabbau gegenubersteht. 

Es sind relativ wenige Beispiele fur Oligoribonukleotid-Analoge bekannt, die diesen Nachteil nicht oder in 
geringerem MaB als die naturlichen Ribonukleotide aufweisen (dies ist zum Teil darauf zuruckzufuhren, daB 
technische Schwierigkeiten bei der RN A-Synthese bestanden). 

Eines dieser bekannten Beispiele ist die Modifikation der Ribose durch Anfiigen einer 2 / -0-Methylgruppe, 
von der festgestellt wurde, daB sie die Wirkung von RNA- und DNA-spezifischen Nukleasen hemmt (Sproat et 
al., Nucleic Acids Research, 1 (1989)3373-3386). Ein weiteres Beispiel fur 2'-0-modifizierte Ohgonbonukleotide 
sind 2'-0-Allyl-01igoribonukleotide, von denen gezeigt wurde, daB sie die Nukleaseresistenz der 2'-0-Methyl- 
Oligoribonukleotide und zusatzlich eine erhohte Bindungsfahigkeit an einen komplementaren RNA-Abschnitt 
aufweisen. Von denselben Autoren wurden 2'-0-Dimethylallyl-Oligoribonukleotide beschrieben, die zwar Stabi- 
lity gegenuber Nukleasen, jedoch relativ geringe Bindungsaffinitat zu den Zielsequenzen aufweisen (Inbarren 
etal.,Proc.Natl.Acad.ScLUSA,87(1990)7747-7751). 

Es ist bekannt Oligoribonukleotide aus Ribonukleotidbausteinen mittels der Festphasenmethode nerzustel- 
len. Nach Sproat et al, Nucleic Acids Research 17, (9), (1989) 3373-3386 konnen zum Beispiel 2'-0-Methylohgo- 
ribonukleotide nach der Festphasenmethode aus 5 / -0-Dimethoxytrityl-2'-0-methylribonukleosid-3 / -0-(2-cy- 
anoethyl N,N-diisopropyl-phosphoramiditen unter Verwendung von 5-(4-Nitrophenyl)-lH-tetrazol als Aktiva- 
tor hergestellt werden. Bei diesen Verfahren wird die Alkylierung nach Anbringung entsprechender Schutzgrup- 
pen in einer spateren Stufe des Gesamtverfahrens mit in der Regel schlechten Ausbeuten ausgefiihrt, so daB 
insbesondere auch durch die erforderliche Abtrennung des bei der Reaktion gebildeten 3'-0-Methyl Isomers in 
einer spateren Stufe groBe Ausbeuteverluste in Kauf genommen werden mussen. 

Herkommliche Verfahren zur Herstellung methylierter Ribonukleotidbausteine beruhen vor allem auf der 
Alkylierung mit Diazomethan. Wegen der ungunstigen Eigenschaften, vor allem der Explosivitat dieses Alkyhe- 
rungsmittels ist die Herstellung groBerer Mengen an alkylierten Verbindungen auf diesem Weg kaum moglich. 
Als ganz besonderer weiterer Nachteil des Verfahrens ergibt sich die Tatsache, daB eine Variation des Alkylre- 
stes kaum moglich ist. Methoden zur Herstellung von 2'-0-Methylnukleosiden unter Verwendung von Methyl- 
iodid sind ebenfalls bekannt Zum Beispiel wird in EP 2 69 574 die Herstellung von 2'-0-Methyladenosin unter 
Verwendung von Methyljodid und Silberoxid beschrieben. Die Herstellung von gewissen 2'-0-Methylnukleosi- 
den unter Verwendung von Methyliodid und Silberoxid und/oder der sterisch gehinderten starken organischen 
Base 2-tert.-Butylimino-2-diethylamino-l,3-dimethylperhydro-l,3,2-diazaphosphorin (BDDDP) wird von Brian 
S Sproat et al, Nucleic Acids Research 18 (1990), 41-49 beschrieben. Diese Verfahren benotigen fur die 
Methylierung eine groBe Anzahl von Reaktionsstufen, was fur die Herstellung groBerer Mengen sehr von 
Nachteil ist. J. Yano, L. S. Kan und P.O. P.TS'O, Biochim. Biophys. Acta, 629 (1980), 178-183 beschreibt die 
Herstellung von 2 / -0-Methyladenosin durch Methyliodid in einem wasserfreien alkahschen Medium. Dieses 
Verfahren ist auf die Herstellung von anderen 2 / -0-Alkylnukleosiden nicht ohne weiteres iibertragbar. 

Der vorliegenden Erfindung lag die Aufgabe zugrunde, neue, 2'-0-modif izierte Oligoribonukleotide bereitzu- 
stellen, die als Antisense-Oligonukleotide verwendbar sind sowie ein verbessertes Verfahren zur Herstellung 
von 2 / -0-modifzierten Oligoribonukleotiden und von 2'-0-modifizierten Ribonukleotidbausteinen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Oligoribonukleotide, aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der allgemei- 
nen Formel II, 
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worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 

R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und to 
E* ein Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphoramidat- oder Phosphorthioatrest ist, 
oder deren 2'-OH oder 2'-Desoxyderivat, wobei in mindestens einem der Nukleotide R Alkyl mit 2 bis 30 
C-Atomen ist, und worin die endstandigen Gruppen in den Positionen 3' und 5' unabhangig voneinander eine 
Hydroxylgruppe oder einen Phosphatesterrest, oder eine durch eine markierende Gruppe oder lipophile Grup- 
pe modifizierte Hydroxylgruppe bedeuten. Bevorzugt sind Oligoribonukleotide, worin in dem Nukleotid der 15 
Formel II B ungeschiitztes Adenin, Cytosin, Uracil oder Guanin ist, insbesondere solche, worin R Alkyl mit 2 bis 8 
(insbesondere 2 bis 4) C-Atomen, vorzugsweise Ethyl, ist. 

Die genannten erfindungsgemaBen 2'-0-Alkyl-01igoribonukleotide sind aus Nukleotiden aufgebaut, deren 
Zucker identisch oder verschieden voneinander sein konnen und deren Nukleobasen (wie das aligemein bei 
bekannten Oligoribonukleotiden ublich ist) verschieden sind. 20 

Bevorzugt sind Oligoribonukleotide, die nur aus Nukleotiden der Formel II aufgebaut sind sowie Oligoribonu- 
kleotide, die vorwiegend aus Nukleotiden der Formel II aufgebaut sind und zwischen diesen Bausteinen Baustei- 
ne enthalten, die in Position 2' OH oder H aufweisen. Die Lange der erfindungsgemaBen 2'-0-Alkyl-01igoribo- 
nukleotide richtet sich nach dem Anwendungszweck. Parameter fur die Lange der Oligoribonukleotide ist die 
Bindungsfahigkeit an die Zielsequenz unter den jeweiligen Anwendungsbedingungen, z. B. bei Anwendung als 25 
Antisense-Oligonukleotide unter physiologischen Bedingungen oder bei Anwendung als Primer unter den 
spezifischen Versuchsbedingungen. Im Falle der Anwendung als Antisense Oligonukleotide bestehen diese 
Oligonukleotide bevorzugt aus mindestens 8 und hochstens ca. 30—35 Nukleotiden, insbesondere 8 bis 19 
Nukleotiden. 

Die erfindungsgemaBen Oligoribonukleotide weisen eine wesentlich starkere Hemmwirkung auf als her- 30 
kommliche Antisense-Verbindungen und sind hinsichtlich ihrer inhibierenden Antisense-Eigenschaften den 
2'-0-Methylohgoribonukleotiden zumindest ebenburtig. Verglichen mit den bekannten 2'-0-Methyloligoribo- 
nukleotiden zeigen die erfindungsgemaBen Oligoribonukleotide erhohte Lipophiiitat und erhohte Stabilitat 
gegeniiber Nukleasen innerhalb der Zelle, verglichen mit den bekannten 2'-0-Allyloligoribonukleotiden zeigen 
sie niedrigere chemische Reaktivitat in biologischen Systemen. Die erwahnte erhohte Lipophiiitat bewirkt bei 35 
der Anwendung der erfindungsgemaBen Oligoribonukleotiden als Antisense-Oligonukleotid eine verbesserte 
Aufnahme in die Zelle. 

Die vorliegende Erfindung betrifft vorzugsweise neue 2'-0-Alkyl-01igoribonukleotide, in denen Alkyl Ethyl 
ist und deren Verwendung als Antisense-Oligonukleotide, insbesondere zur Inhibierung der Genexpression oder 
der Virus-Replikation. 40 

Die erfindungsgemaBen Oligoribonukleotide konnen ferner, gegebenenfalls markiert, auch als Sonden zum 
Nachweis spezifischer DNA oder RNA verwendet werden. Die erfindungsgemaBen Oligoribonukleotide kon- 
nen auch als Primer bzw. Primerabschnitte bei der enzymatischen DNA- Amplication eingesetzt werden. 

Zusatzlich zur 2'-Modifizierung konnen die erfindungsgemaBen 2'-modifizierten Oligoribonukleotide Modifi- 
kationen an anderen Positionen aufweisen, vorzugsweise am 3'- und/oder am 5'-Ende. Mogliche Modifikationen 45 
sind an sich bekannt; dazu zahlen fluoreszierende Gruppen, Biotin oder andere prosthetische Gruppen sowie — 
im Hinblick auf eine hohere Affinitat zu Membranen - lipophile Gruppierungen wie Thiocholesterin oder 
Cholesterin, Liposome, in die solche lipophile Oligoribonukleotide inkorporiert sind, sind ebenfalls Gegenstand 
der vorliegenden Erfindung! 

Die erfindungsgemaBen 2 , -0-Alkyl-01igoribonukleotide konnen nach an sich bekannten Verfahren herge- 50 
stellt werden. 

Ein Verfahren zur Herstellung eines Oligoribonukleotides, aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der allgemei- 
nen Formel II, 
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60 



worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 
R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und 

E 1 ein Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphoramidat- oder Phosphorthioatrest ist, 65 
oder deren 2'-OH- oder 2 / -Desoxyderivate, 

wobei in mindestens einem der Nukleotide R Alkyl mit 2 bis 30 C-Atomen ist, 

und worin die endstandigen Gruppen in den Positionen 3' und 5' unabhangig voneinander eine Hydroxylgruppe, 
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einen Phosphitester-, H-Phosphonat- oder Phosphatesterrest, oder eine durch eine markierende Gruppe oder 
lipophile Gruppe modifizierte Hydroxylgruppe bedeuten, dadurch gekennzeichnet, daB man die entsprechenden 
Ribonukleotidbausteine in Gegenwart eines Kopplungsreagenz verknlipft und gewunschtenfalls in das so erhal- 
tene Oligoribonukleotid markierende Gruppen und/oder lipophile Gruppen einfuhrt und gewunschtenfalls 
Schutzgruppen abspaltet 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Herstellung eines 
Oligoribonukleotides, aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der allgemeinen Formel II 



worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 
R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und 

E* ein Phosphatester-, Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphoramidat- oder Phosphorthioatrest ist, 
oder deren 2'-OH- oder 2'-Desoxyderivate, 

und worin die endstandigen Gruppen in den Positionen 3' und 5' unabhangig voneinander eine Hydroxylgruppe, 
oder einen Phosphatesterrest, oder eine durch eine markierende Gruppe oder lipophile Gruppe modifizierte 
Hydroxylgruppe bedeuten, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man die entsprechenden Ribonukleotidbaustei- 
ne durch folgendes mehrstufiges Verfahren herstellt 

a) Alkylieren eines Nukleosids der allgemeinen Formel IV, 



worin B geschtitztes oder ungeschutztes Adenin, Cytosin oder Inosin oder 0 6 -geschiitztes Guanin oder 
N 3 -geschutztes Uracil ist und gewunschtenfalls die Hydroxygruppe in Position 5' geschutzt ist, in Gegen- 
wart einer deprotonierenden Base mit einem Alkylierungsmittel der allgemeinen Formel V, 



worin R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen ist und Z fur eine nukleophile Abgangsgruppe (z. B. Halogen, Tosyl, 
Mesyl, Ethylsulfatrest) vorzugsweise Jod steht, umsetzt; 

b) Einfuhren von Schutzgruppen in den Basen und der Position 5' (vorzugsweise Mono- oder Dimethoxytri- 

tyl); 

c) Phosphorylieren des aus dem Reaktionsgemisch isolierten 2'-0-Alkylnukleosides durch Umsetzen mit 
einem Phosphorylierungsmittel, vorzugsweise Phosphoramidit; 

d) Isolieren des 2'-0-Alkylnukleosid-Phosphoramidits durch Standardverfahren oder vorzugsweise durch 
Zusatz eines lipophilen Alkohols, vorzugsweise sec-Butanol oder iso-Propanol und Abtrennen des er- 
wiinschten 2'-0-Alkylnukleosid-Phosphoramidits durch Extraktion und Ausfallung; und 

e) die so erhaltenen Ribonukleotidbausteine (gewunschtenfalls zusammen mit obengenannten 2 / -OH und/ 
oder 2'-H-Derivaten) nach Standardmethoden verkniipft, die Schutzgruppen abtrennt und gewunschten- 
falls in das so erhaltene Oligonukleotid markierende Gruppen und/oder lipophile Gruppen einfuhrt. 
Vorzugsweise wird zur Herstellung von Guanin enthaltenden Endprodukten ein Nukleosid (IV) verwendet, 
in dem B 0 6 -[2-(4-Nitrophenyl)ethyl]-guanin ist und gegebenenfalls zur Herstellung von Uracil enthalten- 
den Endprodukten ein Nukleosid (IV), in dem B N 3 -Cyanoethyluracil ist. 

GemaB der Erfindung wird die Alkylierung vorzugsweise in Gegenwart von Natriumhydrid als deprotonie- 
render Base, unter Verwendung von R-Jodid als Alkylierungsmittel (V) bei Temperaturen bis hochstens 
Raumtemperatur ausgefiihrt wird. 

Nahere Angaben zu diesen Verfahren sind in den Beispielen enthalten. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung von 2 , -0-Alkyloligoribonukleotiden weist im Vergleich zu 
herkommlichen Verfahren zur Herstellung von Oligoribonukleotiden und 2'-0-Methyloligoribonukleotiden 
einen vereinfachten Verfahrensablauf und bessere Ausbeuten auf. Die letzte Stufe des Verfahrens, der Aufbau 
der Oligoribonukleotide aus den Nukleotidbausteinen erfolgt nach herkommlichen Kopplungsmethoden. Ein 
wesentlicher Aspekt des erfindungsgemaBen Verfahrens besteht darin, daB die Alkylierung des Nukleosids zu 
dem benotigten 2 / -0-Alkylnukleosid im Gegensatz zu den herkommlichen Verfahren in einer fruheren Stufe des 
Verfahrens erfolgt. Die Alkylierung ist innerhalb des Gesamtverfahrens die verlustreichste Stufe, was vor allem 
durch die Bildung der unerwiinschten Nebenprodukte (basenalkylierte Produkte, 2', 3'-0-Dialkylnukleoside und 
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insbesondere 3'-0-Alkylnukleosid) bedingt ist. Da erfindungsgemaB diese Stufe zu Beginn des Gesamtverfah- 
rens ausgefuhrt wird, ergibt sich eine wesentliche Verbesserung der Gesamtausbeute des Verfahrens. Durch die 
erfindungsgemaBe Ausfiihrung des Alkylierungsverfahrens wird die Bildung der Nebenprodukte (besonders 
vorteilhaft des Nebenproduktes 3'-0-Alkylnukleosid) relativ niedrig gehalten. (In mehreren Untersuchungen 
wurde festgestellt, daB der Anteil an 3'-0-Alkylnukleosiden nur 7-20% der Gesamtmenge der monoalkylierten 
(d. h. 2 / -0- und 3'-0-Alkylnukleoside) Produkte betragt) Zudem ist bei dem erfindungsgemaBen Verfahren die 
Aufarbeitung des Reaktionsgemisches durch Chromatographic oder Kristallisation moglich, was eine wesentli- 
che Vereinfachung darstellt (Insbesondere ist die Aufarbeitung durch den geringen Anteil an 3'-0-Alkylnukleo- 
sid bedingt) 

Die Verwendung von Methyljodid fur die Herstellung von 2 / -0-Methyladenosin ohne Verwendung eines 
Katalysators wie Silberoxid ist bekannt (Yano, J., Biochim. Biophys. Acta 629 (1980), 178- 183). Die Anwendung 
dieser Methode fur die Herstellung anderer 2'-0-Methylnukleoside sowie 2'-0-Alkylnukleoside (insbesondere 
2'-0-Ethylnukleoside) ist jedoch nicht ohne weiteres moglich. (So ist die Reaktivitat von Methyliodid wesentlich 
hoher ais die der anderen Alkyliodide. Die iibrigen Nukleoside unterscheiden sich in ihrer Reaktivitat wesentlich 
von Adenosin.) GemaB der Erfindung wird die Alkylierung von Adenosin und Cytidin vorzugsweise an den 
unmodifizierten (keine Schutzgruppen enthaltende) Verbindungen ausgefuhrt Somit stellt hier die Alkylierung 
die erste Stufe des Gesamtverfahrens dar. Die Alkylierung von Guanosin und Uridin erfolgt vorzugsweise an 
0 6 -geschutztem Guanosin beziehungsweise N 3 -geschutztem Uridin. (Die bevorzugten Schutzgruppen sind 
0 6 -Nitrophenylethyl beziehungsweise N 3 -Cyanoethyl.) Somit ist fur Guanosin und Uridin die Alkylierung die 
zweite Stufe des Herstellungsverfahrens. Im allgemeinen sind an sich bekannte Schutzgruppen geeignet, wie sie 
z. B. beschrieben werden in Welch, Ch. J. et aL, Acta Chem. Scand. B37 ( 1 983), 147 — 1 50. 

Wie bereits beschrieben worden ist, erfolgt das erfindungsgemaBe Alkylierungsverfahren mittels Alkylhaloge- 
nid (vorzugsweise Alkylbromid und insbesondere Alkyljodid) in Gegenwart von Natriumhydrid. Durch Alkylie- 
ren bei tiefen Temperaturen kann man die Selektivitat der Alkylierung (Reduzieren der 3'-0-Alkylierung) 
wesentlich erhohen, wodurch die Ausbeute an gewunschtem Produkt erhoht und die Aufarbeitbarkeit des 
Reaktionsgemisches wesentlich verbessert wird. Andererseits sinkt mit der Reaktionstemperatur die Reaktivitat 
der Reaktionskomponenten. Wie in Beispielen gezeigt wird, wird die Ethylierung von Cytidin und Adenosin 
vorzugsweise ausgehend von 0°C der Reaktionsmischung bis Raumtemperatur ausgefuhrt. Hingegen wird die 
Ethylierung von Guanosin vorzugsweise ausgehend von — 60° C bis 0°C ausgefuhrt und die Ethylierung von 
Uridin vorzugsweise ausgehend von — 40° C bis Raumtemperatur. 

Allgemein ist festzustellen, daB die Alkylierung erfindungsgemaB bei moglichst tiefer Temperatur ausgefuhrt 
wird, um die Selektivitat der 2 / -0- Alkylierung zu erhohen. 

Nach dem Alkylieren und dem Einfuhren der erforderlichen Schutzgruppen erfolgt das Phosphorylieren der 
Nukleoside nach bekannten Methoden (z. B. mit H-Phosphonat, Phosphoramidit etc.). Wenn die Phosphorylie- 
rung mit einem Phosphoramidit (vorzugsweise mit (2-Cyanoethoxy)-N,N-diisopropylmonochlorphosphorami- 
dit) ausgefuhrt wird, das in OberschuB eingesetzt wird, wird gemaB der erfindungsgemaBen Aufarbeitung 
zunachst ein lipophiler Alkohol (z. B. sec.-Butanol oder iso-Propanol) zugesetzt, wodurch das uberschlissige 
Phosphorylierungsmittel zu einem lipophilen Phosphoramidit umgesetzt wird. Nach extraktiver Aufarbeitung 
kann dann das Nukleosid-Phosphoramidit durch Fallung isoliert werden; 

das lipophile Nebenprodukt, das in einer Oligonukleotid-Synthese erheblich storen wiirde, bleibt dabei in 
Losung und wird dadurch vollstandig abgetrennt. Die Methode hat den Vorteil, daB chromatographische 
Aufreinigung nicht notwendig ist. 1m konkreten Fall der Bausteine mit basenlabilen Phenoxyacetyl-Schutzgrup- 
pen (speziell Guanosin) ist diese Aufarbeitung besonders vorteilhaft, da die chromatographische Trennung nur 
erschwert moglich ist bzw. zu Produkten mit niedriger Kopplungseffizienz bei der Oligonukleotid-Synthese 
fuhrt 

Von den in dem beschriebenen Verfahren verwendeten Zwischenverbindungen sind folgende Verbindungen 
neu und ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Erfindung: 
Alkylierter Ribonukleotidbaustein der allgemeinen Formel I, 



worin 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 
R Alkyl mit 2 bis 30 C- Atomen bedeutet, 

E ein Phosphitester-, H-Phosphonat-, Phosphatester-, Phosphatdiester- oder Phosphoramidatrest ist und 
S 1 eine in der Oligonukleotidsynthese ubliche Schutzgruppe bedeutet. 

Bevorzugt sind Ribonukleotidbausteine der Formel I, worin B N 6 -Benzoyladenin oder N 6 -Phenoxyacetyla- 
denin, N 4 -Benzoyl-cytosin, Uracil oder N 3 -Cyanoethyl-uracil, N 2 -Benzoyl-guanin, N 2 -Phenoxyacetyl-guanin 
oder N 2 -Pnenoxyacetyl-0 6 -nitrophenylethyl-guanin ist, insbesondere solche Ribonukleotidbausteine, worin R 
Alkyl mit 2 bis 8 C- Atomen, vorzugsweise Ethyl oder n-Butyl ist und/oder E N,N-Di(l-methylethyl)methox- 
yphosphoramidit oder N,N-Di(l-methyIethyl)-cyanoethoxyphosphoramidit ist und/oder S l Dimethoxytrityl 
oder Monomethoxytrityl ist. 

Nukleosid der allgemeinen Formel III, 




EO OR 
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HO OR 



worm 

B in Position 6 durch Nitrophenylethyl geschutztes Guanin und 
io R Methyl ist, 
oder 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosin, Inosin, Uracil oder Guanin ist und 
R Alkyl mit 2 bis 30 C- Atomen. 

Diese Nukleoside konnen nach an sich bekanntem Verfahren hergestellt werden. 
15 Bevorzugt sind Nukleoside, worin B N 4 -Benzoyl-Cytosin, N 3 -Cyanoethyl-uracil, N 2 -Phenoxyacetyl-guanin 
oder N 2 -Pnenoxyacetyl-0 6 -nitrophenylethyl-guanin ist und/oder R Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen, vorzugsweise 
Ethyl oder n-Butyl ist 

Zum Nachweis der biologisch hemmenden Aktivitat der erfindungsgemaBen 2'-0-Ethyl-01igoribonukleotide 
und der nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten 2'-0-Methyl-Oligoribonukleotide wurde ein 
20 System verwendet, in dem die Hemmung der Histon-RNA-Biosynthese verfolgt werden kann: 

Eine der wesentlichen Kontrollstellen in dem komplexen Syntheseweg der Histon-RNA-Biosynthese ist die 
Wechselwirkung des "U7 small nuclear ribonucleoprotein" (snRNP) mit der Histon-Voraufer-mRNA (Histon- 
pre-mRNA). Diese Wechselwirkung ist erforderlich, urn die pre-mRNA endonukleolytisch zu spalten. Diese 
Spaltung fiihrt zur Entstehung der reifen mRNA, die daraufhin ins Zytoplasma transportiert wird (Birnstiel, 
25 M. U et al. (1985 Cell 41, 349-359). Die 15-20 Nukleotide nahe dem 5'-Ende der U7-RNA enthalten zur 
Histon-pre-mRNA-Sequenz komplementare Sequenzen (Strub, K., et al, (1984) EMBO J. 3, 2801 -2807; Mowry, 
K., et al, (1987) Science 238, 1682- 1687; Cotten, M, et al., (1988) EMBO J. 7, 801-808; Soldati, D. et al., (1988) 
Mol Cell, Biol. 8, 1518-1524). Diese Komplementaritaten sind wesentlich fur das Processing (Mowry, K., et ah, 
(1987) Science 238, 1682- 1687; Cotten, M., et al., (1988) EMBO J. 7, 801 -808; Soldati, D. et al., (1988) Mol. Cell, 
so Biol. 8, 1518-1524; Schaufele, F., et al. (1986) Nature 323, 777-781; Cotten, M., et al. (1989) Mol. Cell. Biol. 9, 
4479_4487). Weiters ist gezeigt worden, daB wahrend des Zellzyklus die Zuganglichkeit eben dieser 5'-Nukleo- 
tide der U7 snRNP von der Zelle gemeinsam mit der DNA-Synthese moduliert wird (Hoffmann, I. et al. (1990) 
Nature 346, 665-668). Da das Processing der Histon-pre-mRNA durch U7 snRNP eine wichtige Rolle in der 
Zellzykluskontrolle der Histonbiosynthese spielt, wurde ein in-vitro-System entwickelt, urn dieses Processing 
35 reproduzieren zu konnen (Gick, O., et al., (1986) EMBO J. 5, 1319-1326). Dieses System verwendet als Quelle fur 
die Processing-Faktoren, in erster Linie U7 snRNP (Gick, O., et al., (1987) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 
8937-8940; Vasserot, A., et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 4345-4349), einen Kernextrakt aus sich 
rasch teilenden Saugetierzellen. Wenn ein radioaktiv markiertes RNA-Molekul, das die Processing-Signale einer 
Histon-pre-mRNA enthalt, diesem Extrakt hinzugefugt wird, findet eine spezifische Spaltung der pre-mRNA 
statt, wobei ein Molekul gebildet wird, das identisch ist mit dem in vivo gespaltenen Produkt (Gick, O., et al, 
(1986) EMBO J. 5, 1319-1326). Da dieses Spaltungsereignis eine uber Basenpaarung ablaufende Wechselwir- 
kung zwischen U7 snRNP und der pre-mRNA (Schaufele, F., et al. (1986) Nature 323, 777-781) erfordert und da 
die Sequenz der U7 RNA bekannt ist, konnten Oligonukleotide mit Komplementaritat zu pre-mRNA oder zu U7 
snRNP entworfen werden, die nach Bindung zu ihrer Zielsequenz das Processing beeintrachtigen (Cotten, M., et 
al. (1989) Mol. Cell. Biol. 9, 4479-4487). Dieses Testsystem wurde ktirzlich verwendet, urn die hemmende 
Wirkung verschiedener natiirlicher RNA- und DNA- Antisensemolekule und Ribozyme, gerichtet gegen die 
U7-Sequenz,zu vergleichen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde mit Hilfe dieses Test-Systems untersucht, ob die nach dem 
erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten 2'-0-Methyl-01igoribonukleotide und die erfindungsgemaBen 
2'-0-Ethyl-01igoribonukleotide geeignet sind, Gene spezifisch zu inhibieren. Es wurde festgestellt, daB sowohl 
die 2'-0-Methyl- als auch die 2'-0-Ethyl-01igoribonukleotide den nichtmodifizierten Antisense-RNA-Molekii- 
len bei der Hemmung des RNA-Processing urn das ca. 5fache iiberlegen sind, wobei fur die Hemmung nur ein 
geringer UberschuB (weniger als 5fach) das Inhibitors gegenuber der Ziel-RNA erforderlich ist, urn die Proces- 
sing-Reaktion zu 80% zu inhibieren. Unter Bedingungen, die die Hemmung durch ein naturliches Antisense- 
RNA-Molekul ruckgangig machen, ist die Hemmung durch die modifizierten Antisense-Oligonukleotide prak- 
tisch irreversibel, ohne daB damit eine Modifikation der Ziel-RNA einhergeht, wie kurzlich fur die Adenosindea- 
minase-Aktivitat beschrieben (Bass, B. L., et al. (1987) Cell 48, 607-613; Bass, B. L, et al. (1988) Cell 55, 
1089-1098; Rebagliati, M. R„ et al. (1987) Cell 48, 599-605). Eine mogliche Erklarung fur die Irreversibihtat 
konnte im verminderten Abbau der nicht-hybridisierten 2 / -0-Methyl-RNA im Extrakt gelegen sein. Die vermu- 
tete hohe Schmelztemperatur des Inhibitor/U7-Hybrids (aufgrund der groBeren Lange wurde eine hohere 
Schmelztemperatur als die von Inoue, K, et al. (1987) Nucl. Acids Res. 15, 6131 -6148, beschriebene angenom- 
men) und die Schwierigkeit, ausreichend {Complement zum Inhibitor hinzuzufugen, urn die Inhibitor/U7-Disso- 
ziation zu bewirken, machen es beinahe unmoglich, die Bindung unter physiologischen Bedingungen ruckgangig 
zu machen. Diese Irreversibihtat spricht dafiir, daB diese Klasse von Inhibitoren fur in-vivo-Anwendungen 
65 geeignet ist. 

Die Versuche im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurden durchgefiihrt, urn die Wirksamkeit verschiede- 
ner Inhibitoren der U7-Funktion zu untersuchen. (Es war festgestellt worden, daB die 20 Nukleotide am 5 r -Ende 
des aktiven U7 snRNP zuganglich fur die Verdauung durch Mikrokokken-Nuklease sind und daB die Komple- 
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xierung dieser 5'-Nukleotide mit einem komplementaren RNA-Nukieotid oder deren Entfernung mittels einer 
gekoppelten Desoxyoligo-Bindung/RNase H-Spaltung das Processing blockiert (Cotten, M, et al. (1989) Mol. 
Cell. Biol. 9, 4479-4487; Hoffmann, I. et al (1990) Nature 346, 665-668; Gilmartin, G., et al. (1988) Mol. Cell. Biol. 
8, 1076—1084). In Vorversuchen zur vorliegenden Erfindung war festgestellt worden, daB der — auf molarer 
Basis — starkste Inhibitor der Reaktion ein Antisense-RNA-Molekul mit Komplementaritat zu 61 der 63 5 
Nukleotide der U7-Sequnz war und daB die Beschrankung fur die Funktion der Antisense-Inhibitoren haupt- 
sachlich in deren raschem Abbau in den nukleasereichen Extrakten gelegen war, die in den Versuchen verwendet 
wurden. Es zeigte sich, daB ein nach dem erfindungsgemaBen Verfahren erhaltenes, 19 Nukleotide groBes 
2'-0-Methyl-0!igoribonukleotid der 61mer-RNA uberlegen ist. Weiters zeigte sich, daB das 2'-0-Methyl-19mer 
einem Phosphorthioat-DNA-19mer in der Hemmung der Processing- Reaktion betrachtlich uberlegen ist, wor- 10 
aus gefolgert wurde, daB die Nuklease-Bestandigkeit fur die Wirksamkeit der Inhibierung nicht der einzig 
ausschlaggebende Faktor ist. 

Beispiel 1 

15 

Hemmwirkung einer naturlichen 63mer-Antisense-RNA im Vergleich mit einer 
2 / -0-Methyl-7U-19mer-Antisense-RNA 

Die Reaktion zur Hemmung der Processing-Reaktion in diesem und in den folgenden Beispielen wurde 
durchgefuhrt, wie bei Cotten, M., Schaffner, G. und Birnstiel, M. L,. (1989) Mol. Cell. Biol. 9, 4479-4487, 20 
beschrieben: Ein 15 ®1 bzw. 7,5® 1 Aliquot Kernextrakt (in Puffer D: 0,1 M KC1, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 
0,5 mM PMSF, 20% Glycerin, 20 mM HEPES, pH 7,4) aus einer Maus-Hybridom-Zellinie, enthaltend ca. 10 bzw. 
20fmol U7-RNA (Dignam, J., Lebovitz, R. und Roeder, R. (1983) Nucl. Acids Res. 11, 1475-1489; Gick, O. 
Kramer, A., Keller, W. und Birnstiel, M. L. (1986) EMBO J. 5, 1319 - 1326), wurde mit dem jeweiligen Test-Oligo- 
nukleotid in Gegenwart von 5 mM MgCl 2 (in einem Volumen von 15® 1) 30 min auf Eis, 30 min bei Raumtempe- 25 
ratur und 30 min bei 30°C prainkubiert. Danach wurden 15 ®1 einer Reaktionsmischung, enthaltend tRNA, 
RNasin, EDTA (Endkonzentrationen 0,17 mg/ml, 400 Einheiten/ml bzw. 20 mM) und ca. 10 fmol (10 000 CPM) 
einer 32 P-markierten Histon-pre-mRNA der Probe hinzugefugt. Das Gemisch wurde 2 h iang bei 30° C reagieren 
gelassen, daraufhin wurden Proteinase K (auf 0,5 mg/ml) und SDS (0,5%) hinzugefugt und die Proben bei 37° C 
30 min inkubiert. Die RNA aus der Probe wurde daraufhin mit Phenol/Chloroform behandelt, mit Ethanol 30 
gefallt, in 80% Formamid/0,5 x TBE plus 0,025% Bromphenolblau & 0,025% Xylencyanol gelost und auf einem 
vorgeheizten 10,7% Acrylamid/8,3 M Harnstoff/TBE-Gel aufgetrennt Das erhaltene radioaktive Muster wurde 
durch Belichten eines Rontgenf ilms bei — 70° C sichtbar gemacht. 

Die in den Versuchen verwendeten Sequenzen sind in Fig. 1 dargestellt. Die U7-Sequenz und die Maus-Histon 
H4-pre-mRNA sind in Cotten, M., Schaffner, G. und Birnstiel, M. L. (1989) Mol. Cell. Biol. 9, 4479-4487, 35 
beschrieben (Die U7-RNA funktioniert wahrscheinlich aufgrund einer Basenpaarung-Wechselwirkung mit dem 
purinreichen Element in der pre-mRNA, das in Fig. 1 gekennzeichnet ist). Weiters sind in Fig. 1 die Sequenzen 
des 7U-19mer (als 2 / -0-Methyl- und 2'OEthyl-RNA) und des DNA-18mer, das Kontroll-2'-0-Methyl-01igonu- 
kleotid NS19mer (ohne Komplementaritat zu U7) und das Antisense-U7-RNA-63mer (die zusatzlichen Vektor- 
sequenzen sind eingerahmt) dargestellt (Antisense-U7-RNA (7U) wurde durch in vitro T7 Polymerase-Trans- 40 
kription eines Derivats von pTZ19 (Pharmacia) mit einem Maus-U7-Insert, erhalten aus synthetischen DNA-Oli- 
gonukleotiden, synthetisiert). 

Urn zu untersuchen, ob ein 2'-0-Methyl-RNA-Molekul inhibierende Eigenschaften besitzt, wurde zunachst 
die Inhibierung des Processing durch ein 19 Nukleotid-2'-0-Methyl-RNA-Molekul (im folgenden als 2'-0-Me- 
thyl-7U-19mer bezeichnet) mit einem auf naturlichem Weg synthetisierten RNA-Molekul, enthaltend die zu 61 45 
Nukleotiden der U7-RNA komplementare Sequenz, verglichen (diese komplementare Sequenz wird als 7U-R- 
NA bezeichnet). (In Vorversuchen war festgestellt worden, daB die 63mer-Antisense-RNA der starkste Inhibitor 
des in vitro Processing war, wobei dieses Molekul bei 30fachem molarem OberschuB uber die U7-RNA die 
Reaktion vollstandig blockierte (Cotten, M., Schaffner, G. und Birnstiel, M. L. (1989) Mol. Cell. Biol. 9, 
4479 _ 4487). Entsprechend ergab der Inhibierungsversuch, dessen Ergebnisse in Fig. 3 dargestellt sind, daB die 50 
Gegenwart von 300 fmol 7U-63merRNA ca. 95% der Processing-Aktivitat blockiert und daB 30 fmol eine 
partielle Verringerung der Processing-Aktivitat ergeben (Spuren 4 und 5). Im Vergleich dazu ergab das 
2'-0-Methyl-7U-19mer bei 300 fmol eine vollstandige Inhibierung und bei 30 fmol eine Inhibierung von ca. 80% 
(Spuren 8 und 9). Als Kontrolle wurde das 2'-OMethyl-7U-19mer mit einem lOfachen OberschuB von U7-RNA 
prahybridisiert, bevor es dem Kernextrakt zugegeben wurde. Diese Vorgangsweise ergab eine totale Blockie- 55 
rung der Inhibierung (Spur 12), welche mit 300 fmol von 2'-0-Methyl-7U-19mer allein vollstandig war (Spur 9). 
Diese Ergebnisse zeigen, daB der 2 / -OMethyl-Inhibitor uber Hybridisierung mit der Ziel-RNA via Basenpaa- 
rung funktioniert und daB die Inhibierung nicht auf unspezifische Effekte zuruckzufuhren ist. (Wenn das Kom- 
plement zum Inhibitor nach der Prainkubation des Inhibitors mit dem Extrakt zugesetzt wird, kann die durch 
Antisense-RNA bewirkte Hemmung ruckgangig gemacht werden; Cotten, M., Schaffner, G. und Birnstiel, M. L. 6 o 
(1989) Mol. Cell Biol. 9, 4479—4487. Die Durchfiihrung desselben Experiments mit dem 2 / -OMethyl-Inhibitor 
ergab, daB nur ein kleiner Anteil der Hemmung ruckgangig gemacht werden konnte (Spur 13). 

Fig. 3: 

65 

Spur 1 : nicht-reagiertes Substrat 
Spur 2: Kontroll- Processing 
Spuren 3 bis 6: 
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Processing nach einer Prainkubation mit 3, 30, 300, 3000 fmol 7U-63merRN A 
Spuren 7 bis 1 1 : 

Processing nach Prainkubation mit 3, 30, 300, 3000 oder 30 000 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer 
Spur 12: 

5 300 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer wurden mit 3 pmol U7-RNA (in Puffer D) vor Zugabe zum Kernextrakt 
prainkubiert 
Spur 13: 

Der Kernextrakt wurde mit 300 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer prainkubiert Danach wurden 3 pmol U7-RNA zur 
Reaktion hinzugefugt 
to Spur 14: 

Kontroll-Processing (Die Zugabe von 3 pmol U7-RNA hat keinen EinfluB auf die Processing-Reaktion) 
Spuren M: 

Molekulargewichtsstandards: Hpall-geschnittenes pBr322 ( 32p -markiert mit Hilfe des Klenow-Fragments der 
Polymerase I und ®- 32 P-dCTP), wobei die GroBe einiger der Fragmente links von der Figur angegeben ist. Die 
15 Abkurzungen "sub." und "proc zeigen die Positionen des pre-mRNA-Substrats und des prozessierten Produkts 
an. 

Beispiel 2 

20 Hemmwirkung eines Phosphorthioat-Antisense-DNA-19mer im Vergleich mit einem 

2'-0-Methyl-7U-Antisense-RNA-19mer 

Bei der Durchfuhrung dieses Beispiels wurde von folgender Oberlegung ausgegangen: Wenn die einzige 
Determinante fur die verstarkte Inhibierung durch das 2'-0-Methyl-RNA-Molekiil die Stabilitat gegen Nuklea- 

25 sen ist, dann sollte die Verwendung eines Phosphorthioat-Derivats des 7U-19mer-Oligonukleotids ebenfalls eine 
verstarkte Fahigkeit zur Inhibierung zeigen (mit der erhohten Nukleasebestandigkeit geht jedoch eine verrin- 
gerte Bindungsaffinitat zur Komplementarsequenz einher (Zon, 1988, Pharm. Res. 5, 539 — 549)). Der Versuch 
wurde durchgefuhrt, wie in Beispiel 1 angegeben; die Ergebnisse sind in Fig. 4 dargestellt. Beziiglich des 
2 / -0-Methyl-7U-19mer wurden identische Ergebnisse wie in Beispiel 1 gefunden (Spalten 4 — 7). Als Kontrolle 

30 wurde ein Nonsense-2'-0-Methyl-01igonukleotid, ein 19mer ohne zu U7 komplementare Sequenzen, verwendet. 
Dieses Oligonukleotid (NS19mer) hat keinen EinfluB auf das Processing, wenn 3 pmol der Reaktion hinzugefugt 
werden (Spur 8). Wenn das Phosphorthioat-DNA-7U-19mer in diesem System getestet wird, zeigt sich, daB bei 
300 fmol eine geringe Inhibierung der Reaktion und bei 3 pmol ca. 30% Inhibierung stattfindet (Spuren 9—13). 

35 Fig. 4: 

Spur 1 : nicht-reagiertes Substrat 
Spur 2: Kontroll-Processing 

Spur 3: Processing nach Vorbehandlung mit Magnesium 
40 Spuren 4 — 7: 

Processing nach Prainkubation mit 3, 30, 300 oder 3000 fmol 2 / -0-Methyl-7U- 19mer 
Spur 8: 

Processing nach Prainkubation mit 3 pmol eines Kontroll-2'-0-Methy1-19mer 
Spuren 9— 13: 

45 Processing nach einer Prainkubation mit 0,3, 3, 30, 300, 3000 fmol Phosphorthioat-DNA-7U-19mer 
Spur 14: Kontroll-Processing 
Spur M: Molekulargewichtstandards wie in Fig. 3 

Beispiel 3 

50 

Hemmwirkung eines 2'-0-Ethyl-7U-19mer im Vergleich mit einem Nitrophenylethyl-G-blockierten 

2 / -0-Ethyl-7U-19mer 

Den im Rahmen dieses Beispiels durchgefuhrten Versuchen lag folgende Oberlegung zugrunde: Guanin- 
55 Gruppen, die mit Nitrophenylethyl (NPE) modifiziert sind, haben die Fahigkeit verloren, G-C-Basenpaare zu 
bilden. Da im 7U-19mer die G-Reste uber die Sequenz verteilt sind (Fig. 1), sollte die Gegenwart von NPE-modi- 
fizierten G-Resten die Hybridisierung des Inhibitors zur U7-Zielsequenz und damit die Inhibierung blockieren. 
NPE-G-blockiertes 2 / -0-Ethyl-7U-19mer wurde somit als Kontrolle fur die Spezifitat der Inhibierung herange- 
zogen. (Es wurde das in einem weiter unten beschriebenen Beispiel vor der Entfernung der NPE-Schutzgruppen 
60 als Zwischenprodukt erhaltene NPE-G-blockierte 2'-0-Ethyl-7U-19mer verwendet.) Das Ergebnis der Versuche 
ist in Fig. 5 dargestellt: das 2 / -0-Ethyl-7U-19mer die Prozessierungsreaktion inhibierte bei 300 fmol komplett 
und bei 30 fmol zu >95%. Diese Hemmaktivitat ist ahnlich der fur 2'-OMethyl-Verbindungen beobachteten 
(vgl. Fig. 3). Im Gegensatz dazu wies das NPE-G-blockierte 2'-0-Ethyl-7U-19mer nicht einmal bei den hochsten 
Konzentrationen, die untersucht wurden (3 pmol; Fig. 5), Hemmaktivitat auf. Daraus ergibt sich die Bedeutung 
65 der Guanosin-Basenpaarung fur die Inhibierung. 

Fig. 5: 
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Fig. 6: 
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Spur 1 : nicht-reagiertes Substrat 
Spur 2: Kontroll-Processing 

Spur 3: Processing nach Vorbehandlung mit Magnesium 
Spuren4— 7: 

Processing nach Prainkubation mit 3, 30, 300 oder 3000 fmol 2'-0-Ethyl-7U-19mer 
Spuren 8 — 1 1 : 

Processing nach Prainkubation mit 3, 30, 300 oder 3000 fmol NPE G-2'-0-Ethyl-7U-19mer 
Spuren M: 

Molekulargewichtsstandards wie in Fig. 3 

Beispiel 4 

Hemmwirkung eines 2 / -0-Methyl-7U-19mer im Vergleich mit einem 2'-OEthyl-7U-19mer 

In diesem Versuch wurde die Kernextraktkonzentration auf 7,5 @ 1 verringert, um eine empfindlichere Analy- 15 
se der Processing-Reaktion durchfuhren zu konnen. Das Ergebnis der durchgefiihrten Versuche ist in Fig. 6 
dargestellt. Wenn die beiden Inhibitoren bei Konzentrationen von 3, 9, 30, 90 und 300 fmol untersucht wurden, 
wurde praktisch identische Hemmaktivitat festgestellt (Spuren 3 — 12). Um die Hemmaktivitat in Abwesenheit 
von Magnesium zu untersuchen, wurde der Test geringfugig abgewandelt. Wenn die beiden Inhibitoren in 
Abwesenheit des 2wertigen Kations direkt dem Extrakt hinzugefugt wurden und die Processing-Substrat-RNA 20 
daraufhin rasch in Gegenwart von 20 mM EDTA hinzugefugt wurde, wurde eine geringfugig hohere Aktivitat 
des 2'-OEthyl-Inhibitors festgestellt (vgl. die Spuren 13 und 14). Beide Inhibitoren zeigten eine Steigerung ihrer 
Aktivitat 30 fmol, wenn sie mit dem Extrakt plus Magnesium prainkubiert wurden (vgl. Spuren 5 und 13 fur 
2'-0-Methyl und Spuren 10 und 14 fur 2'-OEthyl). 
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Spur 1 : Kontroll-Processing 

Spur 2: Processing nach Vorbehandlung mit Magnesium 

Spuren 3—7: 30 
Processing nach Prainkubation mit 3, 9, 30, 90 oder 300 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer 
Spuren 8 — 12: 

Processing nach Prainkubation mit 3, 9, 30, 90 oder 300 fmol 2'-0-Ethyl-7U-19mer 
Spur 13: 

Processing nach Zugabe von 30 fmol 2 / -0-Methyl-7U- 1 9mer ohne Vorbehandlung mit Magnesium 35 
Spur 14: 

Processing nach Zugabe von 30 fmol 2'-0-Ethyl-7U-19mer ohne Magnesium- Vorbehandlung 
Spur 15: Kontroll-Processing 
Spuren M: 

Molekulargewichtsstandards wie in Fig. 3 40 

Beispiel 5 

Bestimmung der U7-RNA-Konzentrationen in Kernextrakten vor und nach Behandlung mit Antisense-Inhibitor 

45 

Es besteht die Moglichkeit, daB in Gegenwart von Magnesium sowohl die 2'-OEthyl- als auch die 2'O-Me- 
thyl-Oligonukleotide eine Modifikation (oder Zerstdrung) der U7~Zielsequenz auslosen, die zur inhibierenden 
Wirkung beitragt, was gegebenenfalls fur die Irreversibility der 2'-0-Methyl-Inhibierung (Fig. 3) eine Rolle 
spielt Obwohl nicht erwartet wurde, daB der RNA-RNA-ahnliche Doppelstrang im 2 / -OMethyl- oder -Ethyl- 
U7-Hybrid ein Substrat fur den enzymatischen Abbau von U7 darstellt (wie das DNA-RNA-Hybrid fur RNase 50 
H), wurde festgestellt, daB die Prainkubation der beiden Inhibitoren mit Kernextrakten in Gegenwart von 
5 mM Mg 2+ zu einer verstarkten Inhibierung und, im Fall von 2 / -0-Methyl-RNA, zur Irreversibility (Fig. 3 und 
6) fuhrt. Um zu untersuchen, ob eine Modifikation der U7-RNA stattgefunden hat, die deren Fahigkeit, Basen- 
paarwechselwirkungen zu bilden, beeintrachtigt, wurde ein empfindlicher RNase-Protection-Assay verwendet. 
Damit wurden die Menge von U7 und seine Fahigkeit zu hybridisieren vor und nach der Behandlung mit den 55 
verschiedenen Oligonukleotid-Inhibitoren bestimmt. Nach Inkubation mit den verschiedenen Inhibitoren wurde, 
in Gegenwart von 5 mM Mg 2+ oder ohne Magnesium, die EDTA-Konzentration auf 20 mM erhoht. 

Im einzelnen wurde wie folgt vorgegangen: Die Kernextraktproben (7,5 ®1) wurden in Puffer D 7,5/11,5 
(Puffer D, verdunnt um einen Faktor 7,5/11,5), enthaltend die in Fig. 7 angegebenen Mengen der Oligoribonu- 
kleotide ssDNA-7U-18mer, 2'-OEthyl- oder 2'-0-Methyl-7U-19mer oder 2'-0-MethyI-NS-19mer, inkubiert. Die 6 o 
Proben, die mit "Mg 2+ " gekennzeichnet sind (4, 10— 14, 16), enthielten 5 mM MgCl 2 und wurden 30 min auf Eis, 
30 min bei Raumtemperatur und 30 min bei 30° C inkubiert, worauf 20 mM EDTA hinzugefugt wurden. Bei den 
ubrigen Proben (3, 5-9, 15) wurde die Probe in Puffer D 7,5/11,5 (mit einem Gehalt von 0,13 mM EDTA und 
ohne zweiwertige Kationen) 20 min auf Eis inkubiert, worauf 20 mM EDTA hinzugefugt wurden. Das Mapping 
wurde mit einer Antisense-Maus-U7-RNA durchgefuhrt, wie bei Cotten, M., Schaffner, G. und Birnstiel, M. L. 6 5 
(1989) Mol. Cell. Biol. 9, 4479—4487, beschrieben. Das Protein in der Probe wurde durch Proteinase K Verdau 
zerstort, die RNA geerntet und mit radioaktiver 7U-RNA hybridisiert. AnschlieBend wurde die Probe mit RNase 
A plus RNase Tl behandelt, um die gesamte nicht-doppelstrangige RNA zu zerstoren, und die geschutzte RNA 
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durch Gelelektrophorese aufgetrennt (Fig. 7): Die Kontrolle, unbehandelte Kernextraktproben, ergaben die fur 
intakte U7-RNA erwartete Bande (Spuren 3 und 17). Aus der Messung der Radioaktivitat dieser Bande konnte 
gefolgert werden, daB 7,5 ® 1 dieses Kernextraktes ca. 10—15 fmol U7-RNA enthielten. Inkubation des Extrak- 
tes mit Mg 2+ allein bewirkte eine geringfiigige Verringerung der U7-Menge sowie das Erscheinen einer 

5 geringen Menge eines U7-Subfragments (Fig. 7, Spur 4). U7-Zerst6rung in geringem AusmaB tritt mit dem 
DNA-7U-19mer in Abwesenheit von Mg 2 + (Spur 5) ein. Die Zerstorung von U7 ist vollstandig, wenn die Probe 
mit 5 mM Mg 2+ inkubiert wird (Spur 10). Jedoch wurde — in Abwesenheit und in Gegenwart von Mg 2+ — 
weder mit 2'-0-Methyl-7U-19mer noch mit 2'-0-Ethyl-7U-19mer des Kontroll-2'-0-Methyl-NS19mer eine 
nachweisbare Anderung der U7-RNA-Menge festgestellt. Die verwendeten Bedingungen waren dieseiben, die 

10 fur die 7U-19mer-OHgonukleotide vollstandige Inhibierung des Histon-Processing hervorriefen (Fig. 6). Die 
schwache Verringerung in den U7-IConzentrationen und das Erscheinen des U7-Subfragments in den Spuren 
11 — 14 sind nicht ausgepragter als die Anderungen, die mit Mg 2 + -Inkubation in Abwesenheit von Oligonukleo- 
tid beobachtet wurden (Spur 4). Aufgrund der Ergebnisse dieses Versuchs konnte geschlossen werden, daB die 
starke inhibitorische Aktivitat der 2 , -OMethyl- und Ethyl-Oligoribonukleotide nicht von einer enzymatischen 

15 Veranderung der Ziel-RNA begleitet ist. 

Fig. 7: 

Spur 1 : 7U Sonde 
20 Spur 2: 7U, hybridisiert mit 20 @ g tRNA 

Spuren 3 und 17: Kontrolle: Extrakt, behandelt ohne Oligonukleotid, ohne Mg 2 + 

Spur 4: Extrakt, behandelt mit Mg 2 + 

Spur 5: Extrakt, behandelt mit 30 pmol ssDNA-7U-19mer 

Spuren 5 und 7: Extrakt, behandelt mit 30 und 300 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer 
25 Spuren 8 und 9: Extrakt, behandelt mit 30 und 300 fmol 2'-0-Ethyl-7U-19mer 

Spur 10: Extrakt, behandelt mit 30 pmol ssDNA-7U-19mer plus Mg 2 + 

Spuren 11 und 12: Extrakt, behandelt mit 30 und 300 fmol 2'-0-Methyl-7U-19mer plus Mg 2 + 

Spuren 13 und 14: Extrakt, behandelt mit 30 und 300 fmol 2'-0-Ethyl-7U-19mer plus Mg 2 + 

Spur 15: Extrakt, behandelt mit 3 pmol Kontroll-2'-0-Methyl NS-19mer 
30 Spur 16: Extrakt, behandelt mit 3 pmol Kontroll-2'-0-Methyl NS-19mer plus Mg 2 + 

Spuren M: Molekulargewichtsstandards wie in Fig. 3. 

Die verkurzten U7-Spezies, die durch NA-Oligonukleotid/RNase H Spaltung gebildet wurden, sind angege- 
ben. 

35 Die folgenden Beispiele erlautern einen weiteren Gegenstand der vorliegenden Erf indung. 

Die Synthese der Oiigodeoxynukleotide kann nach Standardverfahren auf den ABI 380 B DNA-Synthesizer 
erfolgen (Applied Biosystems, 380 B DNA synthesizer, users manual, Version 1.0, Juli 1985). Das Oligodeoxynu- 
kleotid wird durch Ausfallen durch Ethanol und denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese oder Reverse 
Phase-HPLC gereinigt. 

40 Die 19mer 2'-Methoxyoligonukleotide konnen mit einem ABI 380 B DNA-Synthesizer synthetisiert werden, 
wobei CPG-Festphase (controlles-pore glass) mit einem 3'-Deoxynukleosid als Starter verwendet wird. 

Vorzugsweise werden 2 / -0-Methylnukleosid(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropylamino)phosphoramidite mit fol- 
genden Schutzgruppen verwendet: 

45 Adenosin: 

N 6 -Phenoxyacetyl S'-O-DMTr (Dimethoxytntyl) 
Cytidin: 

N 4 -Benzoyl 5'-0-MMTr (Monomethoxytrityl) 
Guanosin: N 2 -Phenoxyacetyl S'-O-DMTr (Dimethoxytrityl) 
50 Uridin: 

5'-OMMTr (Monoethoxytrityl) 

Die Herstellung dieser Verbindungen ist in den Beispielen beschrieben. Das Standard- DN A- Verfahren wird 
dabei mit verlangerter Kopplungszeit (5 Min. anstelle von 3 Min.) verwendet. Das Oligonukleotid wird nach der 

55 Festphasensynthese durch die Behandlung mit 25%iger wasseriger NH 4 OH-L6sung (z. B. 15 Stunden bei 55°C) 
von den Schutzgruppen befreit und von dem festen Trager getrennt Die Abspaltung der NPE-Gruppe am 
Guanosin (falls vorhanden) erfolgt mit DBU. Nach der abschlieBenden Detritylation wird das rohe Oligonukleo- 
tid durch denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese gereinigt. Fur die U7-Hemmung wird das Material 
weiter durch RP-HPLC (reverse phase-HPLC) gereinigt (Fig. 2). 

60 Die Synthese der Phosphorthioatoligodeoxynukleotide kann durch die H-Phosphonatmethode mit einem AB 
380 B DNA-Synthesizer, mit den empfohlenen Verfahren erfolgen. (Applied Biosystems, User Bulletin DNA 
synthesizer model 380, Issue No. 44, Dec. 1987. Froehler, B. C. and Matteucci, M. D. (1986) Tetrahedron Lett. 27, 
469 - 72 und ( 1 986) Nucl. Acids Res. 1 4, 5399 - 5407. Die Schwef elung kann mit Sch wefel (5% in Schwef elkohlen- 
stoff, Pyridin, Triethylamin 12 : 12 : 1) an dem festen Tragermaterial erfolgen, wobei die 5'-Endgruppe geschtitzt 

65 ist. Nach dem Abtrennen von dem festen Tragermaterial und dem Entfernen der Schutzgruppen der Basen, wird 
das 5'-Tritylphosphorothioatoligonukleotid durch RP-HPLC (reverse phase-HPLC) gereinigt. Das Material des 
Haupt-Peaks wird detrityliert und nochmals durch RP-HPLC (reverse phase-HPLC) gereinigt 

Die Synthese der Phosphorthioat-2 , -0-Alkyloligoribonukleotide kann auch durch die Phosphoramiditmetho- 



10 



DE 41 10 085 Al 



de analog dem Standardverfahren (Applied Biosystem, 380B DNA Synthesizer, users manual, Version 1.0, Juli 
1985) mit 2'-0-Alkylnukleosiden erfolgen mit der Abanderung, daB im Oxidationsschritt statt Jod eine 0,2 M 
Losung von 3H-l,2-Benzodithiol-3-on-t,l-dioxid in Acetonitil eingesetzt wird, wie in IYER, R. P. J. Am. Chem. 
Soc. 112(1 990), 1 253 - 1 254 beschrieben ist. 

Die Synthese der 2 / -0-Ethyloligoribonukleotide kann z. B. an einem Pharmacia Gene Assembler erfolgen, der 
mit 0,2 |xmol festem Tragermaterial (5 jim Polymerkorner auf Basis Polystyrol) mit Deoxythymidin als 3'-Starter- 
nukleotid beladen ist. 

Vorzugsweise werden 2 / -0-Ethylnukleosid(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropylamino)phosphoramidite mit fol- 
genden Schutzgruppen verwendet: 

Adenosin: 

N 6 -Phenoxyacetyl 5'-0-DMTr (Dimethoxytrityl) 
Cytidin: 

N 4 - Benzoyl 5'-ODMTr (Dimethoxytrityl) 

Guanosin: N 2 -Phenoxyacetyl 

O e -NPE (NPE: 2-(4-Nitrophenyl)-ethyl) 

5'-0-DMTr (Dimethoxytrityl) 

Uridin: 

5'-0-DMTr (Dimethoxytrityl) 

Die Bedingungen entsprechen dem Standard der DNA-Synthese, ausgenommen die Kopplungsdauer, die 
zweckmaBig auf 5 Minuten erhoht wird. (Ablauf : Entfernen der Schutzgruppen; 0,4 Min, 3% Trichloressigsaure 
in Dichlorethan, Koppeln: 5,0 Min, 25 Aquivalente Amidit, 500 Aquivalente Tetranol in Acetonitril; Capping: 0,4 
Minuten, 10% Essigsaureanhydrid, 3% 4-(N,N-Dimethylamino)pyridin (DMAP), 15% Collidin in Acetonitril; 
Oxidation: 0,1 Min, 0,01 MI 2 , 5% Collidin in Acetonitril). Diese Maflnahmen sind notig, urn der reduzierten 
Kopplungseffizienz entgegenzuwirken, die durch die sterische Hinderung durch die sperrige 3 , -Ethoxygruppe 
bedingt ist. Die durchschnittliche Kopplungseffizienz ist etwa 98,3% (berechnet aus der beim Entfernen der 
Schutzgruppen freigesetzten Menge an Tritylkationen). Entfernen der Schutzgruppen der Base und Reinigung: 
Nach dem letzten De-tritylieren wird das gebundene Oligonukleotid mit 25%igem wasserigen Ammoniak 
wahrend 2 Stunden bei 55° C behandelt, urn es vom Trager zu trennen und alle Schutzgruppen (auBer der 
0 6 -2-(4-Nitrophenyl)ethylgruppe (NPE) bei Guanosin) zu entfernen. Die Losung wird im Vakuum zur Trockene 
gedampft und ein Teil des rohen Oligonukleotids (oder NPE-geschutzten Guanosins) wird durch RP-HPLC 
(reverse phase-HPLC) gereinigt (Fig. 2) um als Negativkontrolle in den Hemmstudien verwendet zu werden. Bei 
der Herstellung von Guanosinverbindungen wird, um die NPE-Gruppe zu entfernen, das Oligonukleotid fur 24 
Stunden mit 500 [i\ von 1 M DBU (1,8-Diazabicyclo [5,4,0]undec-7-ene) in Pyridin bei 55° C behandelt. (Mag, M. 
and Engels, J. W. (1988) Nucl. Acids Res. 16, 3525-3543). Nach dem Neutralisieren des DBU mit 1,1 Aquivalen- 
ten Essigsaure und teilweisem Eindampfen im Vakuum, wird die gelbe Losung einer Gelfiltration unterworfen 
und das Produkt weiter gereinigt durch praparative Polyacrylamidgelelektrophorese. Die Ausbeute an gerei- 
nigtem 19mer: 240 u.g (36 pmol, 18% bezogen auf das feste Tragermaterial, RP-HPLC Profil, Fig. 2). 

Die anderen Oligonukleotide der Erfindung konnen analog der obigen Anleitung hergestellt werden. 

Beispiele fur die Herstellung von Nukleosiden 
N 4 -Benzoyl-5 , -0-dimethoxytrityi-2'-0-methyl-cytidin3a 

40 g (0,164 mol) Cytidin wurden 20 Stunden bei 80°C am Hochvakuum getrocknet und hierauf in 650 ml 
wasserfreiem Dimethylformamid unter Erwarmen gelost. Die Losung wurde auf 0°C abgekiihlt und mit 4,33 g 
(0,18 mol) gewaschenem Natriumhydrid versetzt und 45 Minuten bei 0°C geruhrt. Dann wurden portionsweise, 
iiber einen Zeitraum von 4 Stunden und unter Erwarmung auf Raumtemperatur insgesamt 36,9 g (0,26 mol) 
Methyljodid (20%ig in Dimethylformamid) zugetropft. Die Reaktion wurde mittels Dunnschichtchromatogra- 
phie verfolgt und zu dem Zeitpunkt abgebrochen, als der Anteil an dimethyliertem Produkt im Reaktionsge- 
misch stark anstieg. Bei der Aufarbeitung wurde ausgefallenes Natriumjodid abgetrennt und das Reaktionsge- 
misch am Hochvakuum eingedampft. Der Ruckstand wurde mittels Flashchromatographie gereinigt (Substanz/ 
Kieselgel = 1/10, Eluens: Chloroform/Methanol = 5/1). Rohausbeute: 22,2 g (Gemisch der 2'- und 3'O-Methyl 
Isomeren, mit Natriumjodid verunreinigt; DC: Chloroform/Methanol - 3/2. Rf = 0,3 fur beide Isomere). 20,8 g 
des Rohproduktes wurden mehrmals mit Benzol/Pyridin abgeschieppt und in 250 ml wasserfreiem Pyridin 
gelost Hierauf wurden bei Raumtemperatur 34,9 g (0,32 mol) Trimethylchlorsilan zugetropft und 60 Minuten 
geruhrt. AnschlieBend wurden 13,5 g (0,096 mol) Benzoylchlorid zugegeben und iiber Nacht bei Raumtempera- 
tur belassen. Die Reaktionslosung wurde auf 300 ml Wasser gegossen, mit 300 ml Methanol verdiinnt und mit 
250 ml konzentriertem Ammoniak versetzt. Nach 20 Minuten wurde auf Dichlormethan geschuttet und die 
waBrige Phase zehnmal mit Dichlormethan extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden vereinigt, 
mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Es wurden 32 g Rohprodukt 2a/5a 4,26/1 erhalten 
(DC: Dichlormethan/Methanol - 10/1. Rf = 0,2, beide Regioisomere). Das Gemisch 2a/5a wurde dreimal mit 
Pyridin/Benzol abgeschieppt, in wasserfreiem Pyridin mit 33 g (0,0976 mol) Dimethoxytritylchlorid versetzt und 
2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde eingeengt und zwischen Dichlormethan 
und Natriumhydrogencarbonatlosung verteilt. Die waBrige Phase wurde mehrmals mit Dichlormethan extra- 
hiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Das erhalte- 
ne Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie (1200 g Kieselgel, Eluens: Dichlormethan dann Dichlorme- 
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than/Aceton = 8/1)) gereinigt. Es wurden 25,3 g (25%) 3a und 5,1 g (5%) 6a als gelbe feste Ole erhalten 
(ausgehend von Cytidin). DC: Dichlormethan/Aceton = 3,5/1,5. Rf = 0,28 fur 3a, Rf = 0,24 fur 6a. 

1 H-NMR (CDCb, 90 MHz): 8 = 8,58(d,J = 7,2 Hz, 1 H;6-H), 7,98 -7,18 (m, 16H; DMTr, Bz, NH, 5- H), 6,89 
(d, J - 7,5 Hz, 4H; DMTr), 6,02 (s, 1H; l'-H), 4,65-3,92 (m, 4H; 2'-H, 3'-H, 4'-H, 3' -OH), 3,82 (s, 6H; DMTr 
5 OCH3), 3,7 (s, 3H); 2 / -OCH 3 ), 3,6 (m, 2H; 5'-CH 2 ). 

,3 C-NMR (CDCI3, 50 MHz): 6 = 166,22 (s, C = 0), 162,36 (s, 4-C*), 158,25 (s, arom., C-OCH3), 154,37 (s, 
2-C), 144,58 (d, 6-C), 143,73/135,29 (2 s, DMTr), 134,98/132,7/132,54 (arom., Bz), 
129,74/129,62/128,38/127,90/127,64/127,39/126,754 (arom.), 112,94 (d, DMTr), 96,46 (d, 5-C), 87,99 (d, l'-C), 
86,62 (s, C-(Ph)3), 83,51 (d, 2'-C), 82,46 (d, 4'-C), 67,42 (d, 3'-C), 60,58 (t, 5'-CH 2 ), 58,22 (q, OCH 3 ), 54,78 (q, 
10 DMTr OCH3). 

N^Benzoyl-S'-O-dimethoxytrityl^'-O-methylcytidinea 

'H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 5 = 8,43 (d, J = 7,7 Hz, 1H; 6-H), 7,91 (d, J = 7,7, 2H, Bz), 7,65-7,2 (m, 13H; 
1 5 DMTr, Bz, 5 - H), 6,9 (d, J = 9,7, 4H ; DMTr), 5,98 (s, 1 H ; V - H), 4,47 (m, 1 H ; 2' - H), 4,3 1 (m, 1 H ; 4' - H), 4,02 (m, 
1 H ; 3' - H), 3,82 (s, 6H ; DMTr OCH 3 ), 3,6 (d, J = 1 0,3, 1 H ; 5' - H), 3,44 (s, 3 H ; 3' - OCH 3 ), 3,5 - 3,35 (m, 1 H ; 5' - H). 

,3 C-NMR (CDCh, 50 MHz): 6 = 166,5 (s, Ar-NH-C = 0), 162,51 (s, 4-C), 158,62 (s, arom., C-OCH3), 
155,34 (s, 2-C), 144,78 (d, 6-C), 

1 44,0 1 / 1 35,49/ 1 35,24/ 1 32,98/ 1 30,0/1 29,88/ 1 28,83/ 1 28,08/ 1 27,96/ 1 27,65/ 1 27,08/ 1 1 3,26 (arom.), 96,89 (d, 5 - C), 92,24 
20 (d, l'-C), 86,96 (s, C-(Ph)3), 81,5 (d, 4'-C), 78,01 (d, 3'-C), 73,92 (d, 2'-C) 61,64 (t, 5'-CH 2 ), 58,27 (q, OCH3), 
55,14 (q, DMTr OCH 3 ). 

N 4 -Benzoyl-2 / -0-methylcytidin 2a (wurde als durch Detritylierung von 3a erhaltenes Produkt charakterisiert): 
430 mg (0,65 mmol) 3a wurden 5 min in 16 ml 2%iger Trichloressigsaurelosung in Dichlormethan geruhrt. Das 
Reaktionsgemisch wurde mit Wasser extrahiert, die vereinigten wafirigen Phasen eingedampft und mittels 
25 Flashchromatographie gereinigt (9 g Kieselgel, Eluens: Dichlormethan/Aceton = 4/1 dann 3/2): 220 mg (94%) 
2a, weiBer Schaum, DC: Dichlormethan/Methanol = 10/1. Rf = 0,2. 

'H-NMR (DMSO, 200 MHz): 5 = 8,9 (m, 1H; 6-H), 8,69-7,42 (m, 3H; 3'-OH, 5'-OH, NH), 8,15 (d, 
J = 7,7 Hz, 2H; Bz), 7,78-7,42 (m, 4H; Bz, 5-H), 5,83 (s, 1H; l'-H), 4,12 (m, 1H; 3'-H), 3,98 (m, 1H; 4'-H), 3,87 
(m,2H;2'-H,5'-H),3,67(d,J - 12,7 Hz, 1H; 5'-H), 3,48 (s, 3H; 2'-OCH 3 ). 
30 13 C-NMR (DMSO, 50 MHz): 5 = 166,69 (s, Ar-NH-C = 0), 160,09 (s, 4-C), 149,22 (s, 2-C/d, 6-C), 133,87 
(d, arom.), 131,71/128,86/128,79 (arom.), 95,34 (d, 5-C), 88,78 (d, l'-C), 84,55 (d, 4'-C), 83,38 (d, 2'-C), 67,1 1 (d, 
3' - C), 58,96 (t, 5' - CH 2 ), 58,09 (q, OCH 3 ). 

N 4 -Benzoyl-3'-0-methylcytidin 5a (erhalten durch Detritylierung von 6a): 400 mg (0,60 mmol) 6a wurden in 
10 ml wasserfreiem Dichlormethan gelost und auf — 5°C abgekuhlt. Die Losung wurde mit 0,2 ml einer 10%igen 
35 etherischen Salzsaurelosung versetzt. Das Reaktionsgemisch farbte sich sofort rot und es fiel ein Niederschlag 
aus. Das Reaktionsgemisch wurde eingedampft und der Ruckstand wurde mittels Flashchromatographie (8 g 
Kieselgel, Eluens: Dichlormethan/Aceton = 2/1.) gereinigt und aus Ethylacetat/Methanol ausgefallt. Es wurden 
194 mg (89,5%) 5a als weiBer Schaum erhalten. DC: Dichlormethan/Methanol = 10/1. Rf = 0,4. 

l H-NMR(DMSO,200MHz):6 = 8,75 (d, J = 7,7 Hz, 1H; 6-H), 8,1 (d, J - 7,7 Hz, 2H; Bz) 7,74-7,37 (m, 4H; 
40 Bz, 5 - H), 6,9 - 5,5 (m, 2H ; 3' - OH ; 5' —OH), 5,76 (s, 1H; 1' — H), 4,33 (m, 1 H ; 2' - H), 4,08 (m, 1 H ; 4' - H), 3,9 - 3,7 
(m,2H;3'-H,5'-H),3,63(d,J - 12,7 Hz, 1H; 5'-H), 3,34(s, 3H; 3'-OCH 3 ). 

1 3 C- NM R (DMSO, 50 MHz): 8 = 1 66,95 (s, Ar - N H - C = O), 1 60,83 (s, 4 - C), 1 50,54 (s, 2 - C), 1 48, 1 4 (d, 6 - C), 
133,53/132,15/128,75/128,66 (arom.), 95,40 (d, 5-C), 91,31 (d, l'-C), 82,54 (d, 4'-C), 77,01 (d, 3'-C), 72,24 (d, 
2' - C), 59,46 (t, 5' - CH 2 ), 57,38 (q, OCH 3 ). 

45 

N 4 -Benzoyl-2'-0-ethylcytidin 2b 

45 g (0,185 mol) Cytidin wurden wie fiir 3a beschrieben gelost und abgekuhlt, mit 7,4 g (0,185 mol) Natriumhy- 
drid (60% in Paraffin, gewaschen in wasserfreiem n-Hexan) versetzt und 1 h bei 0°C geruhrt. Es wurden analog 
50 zu 3a 40,52 g (3,825 mol) Ethyljodid zugegeben. Reinigung durch SC (Klieselgel feinst, Eluens Dichlormethan/ 
THF — 7/1) gereinigt und ergab 25,5 g farblosen Schaum, der mit 32,8 g (0,301 mol) Trimethylchlorsilan und 
19,8 g (0,140 mol) Benzoylchlorid versetzt wurde. Nach Aufarbeitung wurde in Ethylacetat aufgenommen und 
zur Kristallisation gebracht. Nach Trocknen wurden 16,6 g (24%) Reinprodukt 2b, Schmelzpunkt 193-194°, 
erhalten. 

55 'H-NMR (CDCI3/DMSO, 200 MHz): 5 = 10,5 (s br, 1H; NH), 8,62 (d, J = 8 Hz, 1H; 6-H), 8,03 (d, 2H; Bz), 
7,70 - 7,30 (m, 4H ; Bz, 5 - H), 5,87 (s, 1 H ; 1 ' - H), 5, 1 8* (s br, 1 H ; 5' - OH), 4,75* (s br, 1 H ; 3' - OH), 4,30-3,50 (m, 
7H; 2'- H, 3'- H, 4'- H, 0-CH 2 -CH 3 , 5'-CH 2 ), 1,21 (t, J - 7 Hz, 3H; 0-CH 2 -CH 3 ). 

' 3 C-NMR(CDCl 3 /DMSO):5 = 166,25 (s, Ar-NH-C = 0),. 161,98 (s, 4-C), 1 53,48 (s, 2-C), 143,70 (d, 6-C), 
132,01 (d, arom.), 131,22/127,01 (arom.), 95,18 (d, 5-C), 87,56 (d, l'-C), 82,88 (d, 4'-C), 80,97 (d, 2'-C), 65,89 (d, 

60 3' - C), 64,55 (t, O - CH 2 - CH 3 ), 57,95 (t, 5' - CH 2 ), 1 3,98 (q, O - CH 2 - CH 3 ). 

N 4 -Benzoyl-5 / -0-dimethoxytrityl-2 / -0-ethylcytidin3b 

7,30 g (19,4 mmol) 2b wurden mit 9,88 g (29,2 mmol) Dimethoxytritylchlorid umgesetzt und analog zu 3a 
65 aufgearbeitet. Reinigung durch SC (Kieselgel feinst, Eluens Dichlormethan/Isopropanol = 30 : 1) ergab 7,43 g 
(56,6%) Reinprodukt 3b. 

'H-NMR (CD 3 CN, 250 MHz): 5 = 9,36 (s br, 1H, NH), 8,50 (d, J = 8 Hz, 1H; 6-H), 7,95 (d, J = 8 Hz, 2H; Bz 
2,6-H), 7,70-7,20 (m, 12H; DMTr, Bz 3,4,5-H), 7,13 (d, J - 8Hz, 1H; 5-H), 6,91 (m, 4H; DMTr), 5,84 (s, 1H; 
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l'-H), 4,42 (s br, 1H; 3'-OH), 4,20-3,10 (m, 13H; 2'-H, 3'-H, 4'-H, 0-CH 2 -CH 3 , 5'-CH 2 , [with 3,80 (s, 
6H ; D MTr OCH 3 ]) } 1 ,22 (t, 3H ; O - CH 2 - CH 3 ). 

13 C-NMR (CD 3 CN, 62,5 MHz) 8 = 168,05 (s, Ar-NH-C = O), 163,64 (s, DMTr, C-OCH 3 ), 155,49 (s, 2-C), 
145,81 (d, 6-C), 145,32/136,81 (arom., DMTr), 136,43/134,30/133,73 (arom.-C, C-Benzoyl), 
130,98/130,81/129,50/129,06/128,92/128,88/127,93 (arom.-C), 114,06 (arom., DMTr), 96,92 (d, 5-C), 90,06 (d, 
l'-C), 87,50 (s, C-(Ph)3), 83,49 (d, 4'-C), 82,74 (d, 2'-C), 68,66 (d, 3'-C), 67,00 (t, 0-CH 2 -CH 3 ), 62,01 (t, 
5'-CH 2 ), 55,78 (q, DMTr OCH 3 ), 15,45 (q,0-CH 2 -CH 3 ). 

5'-0-Dimethoxytrityl-2'-0-methyl-N 6 -(phenoxyacetyl)-adenosin 9a 

50 g (0,187 mol) Adenosin wurden 20 Stunden bei 80°C am Hochvakuum getrocknet und hierauf in 700 ml 
wasserfreiem Dimethylformamid unter Erwarmen gelost. Die Losung wurde auf 0°C abgekiihlt und mit 5,34 g 
(0,224 mol) gewaschenem Natriumhydrid versetzt und 45 Minuten bei 0°C geruhrt. Dann wurden portionsweise 
uber einen Zeitraum von 4 Stunden und unter Erwarmung auf Raumtemperatur insgesamt 42,2 g (0,3 mol) 
Methyljodid (20°/oig in Dimethylformamid) zugetropft. Die Reaktion wurde mittels Dunnschichtchromatogra- 
phie verfolgt und zu dem Zeitpunkt abgebrochen, als der Anteil an dimethyliertem Produkt im Reaktionsge- 
misch stark anstieg. Bei der Aufarbeitung wurde nicht gelostes Natriumjodid abgetrennt und das Reaktionsge- 
misch am Hochvakuum eingedampft. Der Riickstand wurde mittels Flashchromatographie gereinigt (Substanz/ 
Kieselgel — 1/10, Eluens: Gradient von 5 — 20% Methanol in Chloroform). Die erhaltenen 42 g Rohprodukt 
(Gemisch der 2'- und 3'-0-Methyl Isomeren, mit Natriumjodid verunreinigt; DC: Chloroform/Ethanol = 3/1, 
Rf = 0,3 fur beide Isomere) wurden mehrmals mit einem Gemisch aus Benzol und Pyridin abgeschleppt und in 
500 ml wasserfreiem Pyridin gelost. AnschlieBend wurden bei Raumtemperatur 64,8 g (0,597 mol) Trimethyl- 
chlorsilan zugetropft und nach weiteren 2 Stunden wurden 51,2 g (0,179 mol) Phenoxyessigsaureanhydnd zuge- 
geben und uber Nacht bei Raumtemperatur geruhrt Die Reaktionslosung wurde auf 1 Liter Wasser gegossen 
mit 400 ml Methanol verdiinnt, sodaB eine klare Losung erhalten wurde. Nach 40 Minuten wurde Natriumbicar- 
bonat zugegeben noch weitere 10 Minuten geruhrt und dann mehrmals mit Dichiormethan extrahiert. Die 
gesammelten organischen Phasen wurden vereinigt, mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Das 
erhaltene Rohprodukt (45 g) mit 8a/lla = 4,6/1 wurde dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt und in wasser- 
freiem Pyridin mit 53,2 g (0,157 mol) Dimethoxytritylchlorid versetzt und 2 Stunden bei Raumtemperatur ge- 
riihrt. Das Reaktionsgemisch wurde eingeengt und zwischen Dichiormethan und Natriumhydrogencarbonatlo- 
sung verteilt. Die waBrige Phase wurde mehrmals mit Dichiormethan extrahiert. Die gesammelten organischen 
Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Die so erhaltenen 112 g Rohprodukt 
wurden mittels Flashchromatographie (1200 g Kieselgel, Eluens: Dichiormethan dann Dichiormethan/ Ace- 
ton = 8/1) gereinigt. Es wurden 32,8 g 9a (24,5% bezogen auf Adenosin) und 3,3 g 12a als farblose Festkorper 
erhalten. DC: Dichiormethan/ Aceton = 3,5/1,5 9a: Rf = 0,52, 12a: Rf = 0,48. 

'H-NMR (CDC1 3 , 90 MHz): 6 = 9,5 (s br, 1H; NH), 8,72 (s, 1H; 2-H), 8,28 (s, 1H; 8-H), 7,5-6,7 (m, 18H; 
DMTr, PhOAc), 6,2 (d, J = 3 Hz, 1H; l'-H), 4,87 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,65-4,4 (m, 2H; 2'-H, 3'-H), 4,25 (m, 
1 H; 4'- H), 3,77 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,56 (s, 3H; 2'-OCH 3 ), 3,52 (m, 2H; 5'- H), 2,82 (s, 1 H; 3' -OH). 

I3 C-NMR (CDC1 3 , 22,5 MHz): 6 = 167,03 (s, C = 0), 158,09 (s, arom., C-OCH 3 ), 156,9 (s, arom., C-0-CH 2 ), 
151,9 (d, 2-C), 150,89 (s, 6-C), 148,02 (s, 4-C), 144,17 (arom. DMTr), 141,95 (d, 8-C), 135,24 (arom., DMTr), 
129,6 (d, arom., PhOAc), 129,22/128,68/127,70/127,38/126,46 (arom., DMTr), 122,45 (s, 5-C), 121,63/114,48 (2d, 
arom., PhOAc), 1 12,75 (arom., DMTr), 86,41 (d, l'-C), 86,15 (s, C-(Ph)3), 83,75 (d, 4'-C), 82,68 (d, 2'-C), 69,35 (d, 
3' - C), 68,0 (t, Ph - O - CH 2 ), 62,69 (t, 5' - CH 2 ), 58,24 (q, OCH 3 ), 54,67 (q, DMTr OCH 3 ). 

5 / -0-Dimethoxytrityl-3 / -0-methyl-N 6 -(phenoxyacetyl)adenosin 12a 

'H-NMR (CDC1 3 , 200 MHz): 5 = 9,43 (s br, 1H; NH), 8,73 (s, 1H; 2-H), 8,22 (s, 1H; 8-H), 7,46-6,99 (m, 14H; 
DMTr, PhOAc), 6,81 (d, J = 9,7 Hz, 4H; DMTr), 6,04 (d, J = 6,5 Hz, 1H; l'-H), 5,01 -4,8 (m, 1H; 2'-H), 4,89 (s, 
2H; PhOAc CH 2 ), 4,4-4,27 (m, 1H; 4'-H*), 4,18-4,06 (m, 1H; 3'-H # ), 3,79 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,57-3,26 (m, 
2H; 5'-CH 2 ), 3,5 (s, 3H; 3'-OCH 3 ). 

13 C-NMR (CDC1 3 , 50 MHz): 5 = 166,74 (s, Ar-NH-C = 0), 158,47 (s, arom., C-OCH 3 ), 156,98 (s, arom., 
C-0-CH 2 ), 152,29 (d, 2-C), 151,40 (s, 6-C), 148,25 (s, 4-C), 144,34 (arom., DMTr), 142,11 (d, 8-C), 135,43 
(arom., DMTr), 129,87 (d, arom., PhOAc), 129,67/127,94/127,78/126,84 (4d, DMTr), 122,85 (s, 5-C), 122,21/1 14,83 
(d, arom., PhOAc), 1 13,09 (d, arom., DMTr), 89,27 (d, l'-C), 86,52 (s, C-(Ph)3), 81,89 (d, 4'-C), 79,97 (d, 3'-C), 
73,59 (d, 2'-C), 68,06 (t, Ph-0-CH 2 ), 63,12 (t, 5' -CH 2 ), 58,13 (q, OCH 3 ), 55,09 (q, DMTr OCH 3 ). 

2'-0-Methyl-N 6 -(phenoxyacetyl)adenosin 8a: Das aus analogem Ansatz erhaltene Produktgemisch 8a/lla 
wurde mittels Flashchromatographie (400 g Kieselgel, Eluens: Dichiormethan/ Aceton = 4/1) gereinigt. Nach 
einmaliger Chromatographic wurden 5,5 g (7,05%) 8a, mit den unten angegebenen analytischen NMR-Daten, 
und 14,1 g (18,1 %)8a/l la erhalten. DC: Dichlormethan/Methanol = 4,5/0,5. 8a: Rf = 0,50;lla:Rf = 0,48. 

*H-NMR (CDC1 3 , 90 MHz): 6 = 9,70 (s br, IH; NH), 8,7 (s, 1 H; 2-H), 8,1 (s, 1H; 8-H), 7,4-6,8 (m, 5H; PhOAc 
arom.), 5,95 (d, J = 6 Hz, 1H; l'-H), 5,7 (s br, 1H; 5'-OH), 4,88 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,7-4,5 (m, 2H; 2'-H, 
3' - H), 4,3 (s, 1 H ; 4' - H), 4,05 - 3,6 (m, 2H ; 5' - CH 2 ), 3,45 (s, 3H ; 2' - OCH 3 ), 3, 1 2 (s, 1 H ; 3' - OH). 

I3 C-NMR (CDC1 3 , 22,5 MHz): 5 = 167,5 (s, Ar-NH-C = 0), 157,01 (s, arom., C-0-CH 2 ), 151,6 (d, 2-C), 
150,41 (s, 6-C), 148,67 (s, 4-C), 143,41 (d, 8-C), 129,38 (d, arom.), 123,26 (s, 5-C), 121,85/1 14,73 (d, arom.), 88,53 
(d, l'-C), 87,40 (d, 4'-C), 82,8 (d, 2'-C), 69,73 (d, 3'-C), 68,21 (t, Ph-0-CH 2 ), 62,3 (t, 5'-CH 2 ), 58,3 (q, 
2'-OCH 3 ). 

3'-0- Methyl- N 6 -(phenoxyacetyl)adenosin 11a wurde als Reinprodukt durch Detritylierung von 12a erhalten: 
1 g (1,39 mmol) 12a wurden in 20 ml wasserfreiem Dichiormethan gelost und auf — 5°C abgekiihlt. Die Losung 
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wurde mit 0,5 ml einer 10%igen etherischen Salzsaurelosung versetzt. Das Reaktionsgemisch farbte sich sofort 
rot und ein Niederschlag fiel aus. Nach einer Minute wurde die Reaktionsldsung mit waBriger Natriumbicarbo- 
natlosung verdunnt und mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natri- 
umsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Der Ruckstand wurde mittels Flashchromatographie (12 g Kie- 
5 selgel, Eluens: Dichlormethan/Aceton = 3,5/1) gereinigt. Es wurden 530 mg (92%) 1 la erhalten. DC: Dichlorme- 
than/Methanol = 9/1 ; Rf = 0,48, weiBer Schaum. 

l H-NMR(CDCl 3 , 200 MHz): 8 - 9,58 (s br, 1H; NH), 8,72 (s, 1H; 2-H), 8,08 (s, 1H;8-H), 7,42-7,26 (m, 2H; 
PhOAc arom.), 7,13-7,0 (m, 3H; PhOAc arom.), 5,82 (d, J = 7,7 Hz, 1H; l'-H), 5,02 (dd, Ji - 5,5, J 2 = 7,7, 1H; 
2'-H) f 4,88 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,36* (s, 1H; 4'-H), 4,1* (d, J = 5,5 Hz, 1H; 3'-H), 4,02/3,74 (2d, J = 12,8 Hz, 
io 2H; 5'-CH 2 ), 3,54 (s, 3H; 3'-OCH 3 ). 

l3 C-NMR(CDCI 3 , 22,5 MHz): 5 = 167,0 (s, Ar-NH-C = 0), 156,95 (s, arom., C-0-CH 2 ), 151,79 (d, 2-C), 
150,38 (s, 6-C), 148,77 (s, 4-C), 143,5 (d, 8-C), 129,71 (d, arom.), 123,59 (s, 5-C), 122,28/1 14,82 (d, arom.), 91,8 (d, 
l'-C), 84,57 (d, 4'-C), 80,79 (d, 3'-C), 73,52 (d, 2'-C), 68,06 (t, Ph-0-CH 2 ), 63,34 (t, 5'-CH 2 ), 58,0 (q, 
3'-OCH 3 ). 

15 

5 , -0-Dimethoxytrithyl-2'-0-ethyl-N 6 -(phenoxyacetyl)adenosin9b 

50 g (0,187 mol) Adenosin wurden wie fur 9a beschrieben gelost, abgekuhlt und mit 8,98 g (0,225 mol) Natrium- 
hydridsuspension (60% in Paraffin, gewaschen mit wasserfreiem n-Hexan) versetzt. 34,8 g (0,225 mol) Ethyljodid 

20 in 40 ml wasserfreiem DMF wurden portionsweise zugegeben. Nach 2h Riihren bei 0°C wurden 46,5 g 
(0,300 mol) Ethyljodid in 50 ml wasserfreiem DMF zugegeben und weitere 2 h bei 0°C geruhrt. Die Aufarbeitung 
erfolgte in Analogie zu 8a und ergab 30,0 g farblosen Schaum. Dieser wurde wie Fur 9a beschrieben mit 44,1 g 
(0,406 mol) Trimethylchlorsilan und 58,4 g (0,203 mol) Phenoxyessigsaureanhydrid umgesetzt und aufgearbeitet. 
SC-Reinigung (Kieselgel feinst, Eluens Dichlormethan/THF - 1/1) ergab 19,7 g (25%) Rohprodukt 8b/l lb 

25 (Verhaltnis 14 : 1) als farblosen Schaum. 19,6 g des Rohproduktes wurden getrocknet, danach in 100 ml wasser- 
freiem Pyridin gelost und mit 23,2 g (0,069 mol) Dimethoxytritylchlorid versetzt. Die Umsetzung erfolgte analog 
zu 8a/ 1 la. SC-Reinigung (Kieselgel feinst, Eluens Dichlormethan/THF = 12/1 bis 6/1) ergab 4,8 g 9b (3,5% Th. 
ausgehend von Adenosin) als farblosen Schaum. 

'H-NMR (CD 3 CN, 250 MHz): d = 9,5 (s, 1H; NH), 8,58 (s, 1H; 2-H), 8,30 (s, 1H; 8-H), 7,5-6,7 (m, 18H; 

30 DMTr, PhOAc), 6,15 (d, J - 3 Hz, 1H; l'-H), 4,99 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,64-4,44 (m, 2H; 2'-H, 3'-H), 4,1 1 (m, 
1H; 4'-H), 3,76 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,7-3,3 (m, 5H; 0-CH 2 -CH 3 , 5'-CH 2 , 3'-OH), 1,15 (t, 3H; 
0-CH 2 -CH 3 ). 

13 C-NMR (CD 3 CN, 62,5 MHz): 8 = 168,17 (s, Ar-NH-C = 0), 159,52 (s, arom., C-OCH 3 ), 158,54 (s, arom., 
C-OCH 2 ), 152,76 (d, 2-C), 152,28 (s, 6-C), 149,51 (s, 4-C), 145,86 (arom.; DMTr), 143,49 (d, 8-C), 136,67 
35 (arom., DMTr), 130,90 (d, arom. PhOAc), 130,86/130,54/128,86/128,68/127,71 (arom., DMTr), 123,86 (s, 5-C), 
122,56/1 15,56 (d, arom., PhOAc), 1 13,88 (arom.; DMTr), 87,99 (d, l'-C), 87,02 (s, C-(Ph)3), 84,81 (d, 4'-C), 81,76 (d, 
2' - C), 70,47 (d, 3' - C), 68,92 (t, Ph - O - CH 2 ), 67,20 (t, O - CH 2 - CH 3 ), 64,03 (t, 5' - CH 2 ), 55,76 (q, DMTr OCH 3 ), 
15,38(q t O-CH 2 -CH 3 ). 

2'-0-Ethyl-(phenoxyacetyl)adenosin (8b): NMR-Daten aus 8b/l lb-Gemisch (14 : 1) erhalten. 
40 'H-NMR (CDC1 3 , 90 MHz): 8 = 9,93 (s br, 1H; NH), 8,96 (s, 1H; 2-H), 8,36 (s, 1H; 8-H), 7,6-6,9 (m, 5H; PhOAc 
arom.), 6,10 (d, J = 6 Hz, 1H; l'-H), 5,8-5,6 (m, 1H; 5' -OH), 4,92-4,55 (m, 4H; PhOAc CH 2 , 2'-H, 3'-H), 4,40 
(s, 1H;4'-H), 4,05-3,41 (m, 5H; 5'-CH 2 , 0-CH 2 -CH 3 , 3'-OH), 1,09 (t, 3H; 0-CH 2 -CH 3 ). - charakteristi- 
sche Lage von 1 1 b im Gemisch: d - 5,9 (d, J = 6 Hz, 1 ' — H). 

13 C-NMR (CDC1 3 , 22,5 MHz): 6 167,50 (s, Ar-NH-C = 0), 1 57,05 (s, arom.,C-0-CH 2 ), 151,67 (d,2-C), 150,45 
45 (s, 6-C), 148,73 (s, 4-C), 143,40 (d, 8-C), 129,42 (d, arom.), 123,35 (s, 5-C), 121,91/114,73 (d, arom.), 88,60 d, 
l'_C), 87,44 (d,4'-C), 82,81 (d, 2'-C), 69,75 (d, 3-C), 68, 31 (t, Ph-0-CH 2 ), 67,60 (t, 0-CH 2 -CH 3 ); 63,01 (t, 
5'-CH 2 ), 15,45 (q,0-CH 2 -CH 3 ). 

2'-0-Methyl-0 6 -[2-(4-nitrophenyl)ethyl]guanosin 14a 

50 

8,1 g(18,7 mmol) 13(2) wurden mehrmals mit Dimethylformamid/Benzol abgeschleppt, in 130 ml wasserfreiem 
Dimethylformamid gelost und bei — 60° C mit 0,72 g (30 mmol) gewaschenem Natriumhydrid versetzt und 45 
Minuten bei -50°C geruhrt. Hierauf wurden innerhalb von 5 Stunden 21,3 g (0,15 mol) Methyljodid zugetropft 
und das Reaktionsgemisch auf -15°C erwarmt. Die Reaktion wurde mittels Dunnschichtchromatographie 

55 verfolgt. Zur Aufarbeitung wurde die Losung mit Ammoniumchlorid versetzt und bis zur Trockene eingedampft. 
Der olige Ruckstand wurde mittels Flashchromatographie (220 g Kieselgel, Eluens: Chloroform/Metha- 
nol = 80/l) gereinigt. Es wurden 4,0 g (48%) Isomerengemisch 14a/19a = 86/14 erhalten. Durch dreimalige 
Umkristallisation aus Benzol/Chloroform konnten 1,8 g (22%) 14a (<1% 19a) mit den unten angegebenen 
analytischen Daten erhalten werden. Die Mutterlaugen wurden eingedampft und der RUckstand, 2,2 g (26,5% 

60 19a) saulenchromatographisch (250 g Kieselgel, Eluens: Dichlormethan/Isopropanol = 30/1) gereinigt, wobei 1,7 
g (20,4%) weiBe Kristalle 14a/19a = 82/18 erhalten wurden. DC: Dichlormethan/Isopropanol = 5/l, Rf = 0,57 
(14a), R f = 0,61 (19a). 
14a: farblose Kristalle, Fp.: 109 - 1 1 1°C. 

1 H-NMR (CDC1 3 , 200 MHz): 5 = 8,17 (d, J = 9 Hz, 2H ; NPE), 7,65 (s, 1H; 8-H), 7,48 (d, J =9 Hz, 2H; NPE),6,68 (d, 
65 J = 12 Hz, 1H; 5' -OH), 5,75 (d, J = 8 Hz, 1H; l'-H), 4,98 (s br, 2H; NH 2 ,), 4,73 (t, J = 7,3 Hz, 2H; NPE 0-CH 2 ), 
4,65 (dd, J, —8 Hz, J 2 = 4,6 Hz, 1H, 2'-H), 4,55 (d, J = 4,6 Hz, 1H; 3'-H), 4,32 (s, 1H; 4'-H), 3,95/3,74 (AB, 
Jab= 13,3 Hz, Jbx= 12 Hz, 2H; 5'-CH 2 ), 3,35 (s, 3H; 2'-OCH 3 ), 3,28 (t, 1 = 7,3 Hz, 2H; NPE CH 2 -Ph), 2,87 (s, 
!H;3'-OH). 
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l3 C-NMR (CDC1 3 , 22,5 MHz): 5-159,1 (s, 6-C), 157,07* (s, 2-C), 150,96* (s, CH 2 -C(Ph)), 145,24* (s, 4-C), 
143,93* (s, 02N-C(Ph)), 138,02 (d, 8-C), 128,69/122,25 (d, arom., NPE), 115,55 (s, 5-C), 88,42 (d, l'-C), 87,1 (d, 
4'-C), 82,11 (d, 2'-C), 70,36 (d, 3'-C), 66,29 (t, 0-CH 2 NPE), 63,0 (t, 5'-CH 2 ), 58,54 (q, 2'-OCH 3 ), 35,54 (t, 
CH 2 -PhNPE). 

2 / -0- Ethyl-0 6 -[2-(4-nitrophenyl)ethyl]guanosin 1 4b 

3,15 g (7,29 mmol) 13 wurden wie fur 14a beschrieben getrocknet in 30 ml DMF geldst, auf — 60° C abgekiihlt 
und mit 0,263 g (6,6 mmol) 60% Natriumhydridsuspension (gewaschen mit wasserfreiem n-Hexan) versetzt und 
bei — 15° C 1 h geruhrt. Dann wurden 4,31 g (29,2 mmol) Ethyljodid, nach 60 min 2,15 g (14,6 mmol) und nach 
weiteren 60 min noch einmal 2,15 g (14,6 mmol) Ethyljodid zugegeben und die Temperatur in dieser Zeit langsam 
auf 0°C angehoben. 3 h nach der letzten Zugabe wurde aufgearbeitet und mittels SC (Kieselgel feinst, Eluens: 
Dichlormethan/Isopropanol= 16 : 1) gereinigt. Es wurden 0,440 g (13%) Reinprodukt 14b als farbloser Schaum 
erhalten. 

'H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 8 = 8,17 (d, J = 9,5 Hz, 2H; NPE), 7,65 (s, 1H; 8- H), 7,48 (d, J = 9,5 Hz, 2H; NPE), 6,68 
(d, J = 12,5 Hz, 1H; 5'-OH), 5,75 (d, J = 7,6 Hz, 1H; l'-H), 4,98 (s, 2H; NH 2 ), 4,83-4,62 (m, 2H; NPE 0-CH 2 ), 
4,49 (d, J = 4,5 Hz, 1 H ; 3' - H), 4,33 (s, 1 H ; 4' - H), 4,1 2 - 3,88 (m, 2H ; 5' - CH 2 ), 3,85 (m, 2H ; O - CH 2 - CH 3 ), 3,28 (t, 
J = 6,4 Hz, 2H ; NPE CH 2 - Ph), 2,85 (s, 1 H ; 3' - OH), 1 , 1 0 (t, J = 6,4 Hz, O - CH 2 - CH 3 ). 

l3 C-NMR (CDCI3, 22,5 MHz): 8 = 159,1 (s, 6-C), 157,07 (s, 2-C), 150,96* (s, 4-C), 145,24* (s, CH 2 -C(Ph)), 
143,93 (s, 02N-C(Ph)), 138,02 (d, 8-C), 128,65/122,25 (d, arom. NPE), 1 15,55 (s, 5-C), 88, 42 (d, l'-C), 87,1 (d, 
4'-C), 82,1 1 (d, 2'-C), 70,36 (d, 3'-C), 66,29 (t, 0-CH 2 NPE), 65,38 (t, 0-CH 2 -CH 3 ), 63,01 (t, 5'-CH 2 ), 35,54 
(t,CH 2 -Ph NPE), 15,04 (q,0-CH 2 -CH 3 ). 

2'-0-Methyl-0 6 -[2-(4-nitrophenyl)ethyl]-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosin 15a 

a) 1,5 g (3,3 mmol) 14a wurden dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt und in 150 ml Pyridin gelost. Innerhalb 
von 30 Minuten wurden bei Raumtemperatur 1,78 g (16,5 mmol) Trimethylchlorsilan zugetropft. Nach 2 Stunden 
wurden 1,32 g (4,6 mmol) Phenoxyessigsaureanhydrid zugegeben und bei Raumtemperatur uber Nacht geruhrt. 
Das Reaktionsgemisch wurde mit 250 ml Wasser/Methanol= 1/1 und mit 10 ml cone. waBrigem Ammoniak 
versetzt, nach 10 Minuten wurde die waBrige Phase siebenmal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen wurden uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Es wurden 1,85 g (95%) 
15a, farbloser, fester Schaum mit den unten angegebenen analytischen Daten erhalten. 

b) Es wurden dieselben Versuchsbedingungen gewahlt, doch wurden 1,7 g (3,81 mmol) 14a/19/a = 82/18 
eingesetzt. Es wurden 1,8 g (81%) 15a/20a erhalten. DC: Chloroform/Methanol = 5/0,3, Rf = 0,36 fur 15a, Rf = 0,38 
fur 20a. 

1 H-NMR (CDC1 3 , 200 MHz): 8 = 8,98 (s br, 1 H; NH), 8,15 (d, J = 8,5 Hz, 2H; NPE) 8,00 (s, 1 H; 8 - H), 7,52 (d, J = 8,5 
Hz, 2H; NPE), 7,42-7,26 (m, 2H; PhOAc arom.), 7,14-6,93 (m, 3H; PhOAc arom.), 5,92 (d, J = 6,2 Hz, 1H; l'-H), 
5,05 (s br, 1H; OH), 4,85 (t, J = 6,8 Hz, 2H; NPE 0-CH 2 ), 4,69 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,65 (m, 2H; 2'-H, 3'-H), 4,3 
(s, 1 H ; 4' - H), 4,02 (d, J - 1 2,5 Hz, 1 H ; 5' - H), 3,84 (d, J = 1 2,5 Hz, 1 H ; 5' - H), 3,39 (s, 3H ; 2' - OCH 3 ), 3,35 (t, J = 6,8 
Hz, 2H;NPECH 2 -Ph). 

13 C-NMR (CDCI3, 50 MHz): 8 = 165,95 (s, NH-C = 0), 160,8 (s, 6-C), 156,8 (s, CH 2 -0-C(Ph)), 151,68* (s, 
2-C), 150,61* (s, CH 2 -C(Ph) NPE), 146,76* (s, 4-C), 145,40* (s, 0 2 N-C(Ph)), 142,18 (d, 8-C), 129,91/129,75 (d, 
arom., Phenoxyac), 123,62 (d, arom., NPE), 122,41 (arom.), 1 19,81 (s, 5-C), 1 14,77 (arom.), 88,54 (d, l'-C), 87,1 1 (d, 
4'-C), 82,44 (d, 2'-C), 69,85 (d, 3'-C), 67,56 (t, 0-CH 2 NPE), 67,17 (t, CH 2 -0- Ph), 62,47 (t, 5'-CH 2 ), 58,63 (q, 
OCH 3 ), 34,87 (t, CH 2 - Ph NPE). 

2'-0-Ethyl-0 6 -[2-(4-nitrophenyl)ethyl]-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosin 15b 

0,440 g (0,96 mmol) 14b wurden analog zu 15a mit 0,521 g (4,8 mmol) Trimethylchlorsilan und 0,440 g (1,54 
mmol) Phenoxyessigsaureanhydrid versetzt. Nach gleichen Reaktionsbedingungen und analoger Aufarbeitung 
wurde durch SC-Reinigung (Kieselgel feinst, Eluens: Dichlormethan/Isopropanol= 10 : 1) 0,470 g (82%) Rein- 
produkt 15b als farbloser Schaum erhalten. 

'H-NMR (CDCI 3 , 200 MHz): 8 = 8,98 (s br, 1H; NH), 8,62 (m, 1H; OH), 8,15 (d, J = 8,4 Hz, 2H; NPE arom.), 7,91 (s, 
1H; 8-H), 7,56 (d, J = 8,4 Hz; NPE arom.), 7,44-7,25 (m, 2H; PhOAc arom.), 7,15-6,95 (m, 3H; PhOAc arom.), 
5,90 (d, J = 7,3 Hz, 1H; l'-H), 4,88 (d, J = 7,3 Hz, 1H; 2'-H), 4,85 (t, J = 7,3 Hz, 2H; NPE 0-CH 2 ), 4,68 (s, 2H; 
PhOAc CH 2 ), 4,65 (m, 1H; 3'-H), 4,30 (s, 1H; 4'-H), 4,02/3,84 (2d, J = 12,5 Hz, 2H; 5'-CH 2 ), 3,44-3,27 (m, 2H; 
O - CH 2 - CH 3 ), 3,35 (t, J = 7,3 Hz, 2H ; NPE CH 2 - Ph), 1 , 1 5 (t, 3H ; O - CH 2 - CH 3 ). 

13 C-NMR (CDC1 3 , 50 MHz): 8 = 165,95 (s, NH-C = 0), 1 60,80 (s, 6-C), 1 56,50 (s, CH 2 0-C(Ph)), 151,70 (s, 2-C), 
150,65* (s, 4-C), 146,75* (s, CH 2 -C(Ph) NPE), 145,40 (s, 02N-C(Ph)), 142,20 (d, 8-C), 129,90/129,75 (d, arom., 
PhOAc), 123,62 (d, arom. NPE), 122,40 (arom.), 119,85 (s, 5-C), 114,76 (arom.), 88,55 (d, l'-C), 87,13 (d, 4'-C), 
82,43 (d, 2'-C), 69,87 (d, 3'-C), 67,56 (t, 0-CH 2 NPE), 67,16 (t, CH 2 -0-Ph), 67,61 (t, 0-CH 2 -CH 3 ), 62,42 (t, 
5' - CH 2 ), 34,83 (t, CH 2 - Ph NPE), 1 5, 1 8 (q, O - CH 2 - CH 3 ). 

5'-0-Dimethoxynitril-2'-0-methyl-0 6 -[2-(4-nitrophenyl)ethyl]-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosin 16a 

3,0 g (5,18 mmol) 15a als Gemisch mit 0,3 g Regioisomer 20a wurden dreimal mit Pyridin/Benzol abgeschleppt, 
in 350 ml wasserfreiem Pyridin gelost und mit 2,13 g (6,3 mmol) Dimethoxytritylchlorid 2 Stunden bei Raumtem- 
peratur geruhrt. Das Reaktionsgemisch wurde eingeengt und zwischen Dichlormethan und waBriger Natriumbi- 
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carbonatldsung verteilt. Die waBrige Phase wurde mit Dichlormethan ausgeschuttelt. Die vereinigten organi- 
schen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Der erhaltene Schaum wurde 
saulenchromatographisch (500 g Kieselgel, Eluens: Toluol/Isopropanol = 30/1) gereinigt. Es wurden 4,1 g 16a 
(81%) und 0,3 g 21a (6%) als gelbliche feste Ole erhalten. DC: Toluol/Isopropanol = 9/l, Rf = 0,24 fiir 16a, 
5 Rf = 0,28 fur 2 la. 

'H-NMR (CDC1 3 , 200 MHz): 6 = 8,75 (s, 1H; NH), 8,18 (d, J = 10 Hz, 2H; NPE arom.), 8,09 (s, 1H; 8-H), 7,55 (d, 
I = 10 Hz, 2H; NPE arom.), 7,47-6,93 (m, 14H; DMTr, PhOAc), 6,80 (d, J = 9,6 Hz, 4H; DMTr), 6,05 (d, J = 2,6 Hz, 
1H; l'-H), 4,86 (t, J = 6,7 Hz, 2H; NPE 0-CH 2 ), 4,69 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,57 (dd, Ji = 10, J 2 = 6,7, 1H; 3'-H), 
4,42-4,32 (m, 1H; 2'-H), 4,24-4,13 (s, 1H; 4'-H), 3,78 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,63 (s, 3H; 2'-OCH 3 ), 3,48 (s, 2H; 

io 5'-CH 2 ), 3,34 (t, 2H; NPE CH 2 - Ph), 2,65 (d, J = 6,7 Hz, 1 H; 3' -OH). 

13 C-NMR (CDC1 3 , 50 MHz): 6=165,77 (s, C = 0), 160,23 (s, 6-C), 158,15 (s, CH 3 0-C(Ph), DMTr), 156,67 (s, 
CH 2 -0-C(Ph)), 152,00* (s, 2-C), 150,65* (s, CH 2 -C(Ph) NPE), 146,48* (s, 4-C), 145,23* (s, 02N-C(Ph)), 
144,13 (s, arom., DMTr), 140,02 (d, 8-C), 135,3/135,21/129,68/129,62/129,46/127,76/127,48/126,54/123,34/122,04 
(arom.) 1 18,53 (s, 5-C), 1 14,48 (arom., PhOAc), 1 12,78 (arom., DMTr), 86,19 (s, C(Ph)3), 86,19 (d, l'-C), 83,57 (d, 

15 4 / -C), 83,07 (d, 2'-C), 69,35 (d, 3'-C), 67,53 (t, 0-CH 2 NPE), 66,75 (t, CH 2 -0- Ph), 62,79 (t, 5'-CH 2 ), 58,5 (q, 
OCH 3 ), 54,78 (q, DMTr OCH 3 ), 34,87 (t, CH 2 - Ph NPE). 

5'-0-Dimethoxytrityl-3'-0-m^ 

20 1 H-NMR (CDC1 3 , 200 MHz): 6 = 8,83 (s, 1H; NH), 8,07 (d, J = 9,3 Hz, 2H; NPE arom.), 8,02 (s, 1 H; 8- H), 7,4 (d, 
J = 9,3 Hz, 2H; NPE arom.), 7,33-6,9 (m, 14H; DMTr, PhOAc), 6,6 (d, J = 9 Hz, 4H; DMTr), 5,87 (d, J = 6,3 Hz, 1 H; 
r-H), 5,64 (s, 1 H ; 2' - OH), 4,94 (dd, J 1 = 6,3, J 2 = 5,3, 1 H ; 2' - H), 4,75 (t, J = 6,7 Hz, 2 H ; N PE O - CH 2 ), 4,57 (s, 2 H ; 
PhOAc CH 2 ), 4,29* (m, 1H; 3'-H), 4,03* (m, 1H; 4'-H), 3,67 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,5 (s, 3H; 3'-OCH 3 , 
3,33 - 3,08 (m, 4H ; 5'-CH 2 , NPE CH 2 - Ph). 

25 ,3 C-NMR (CDC1 3 , 50 MHz): 6 = 165,76 (s, C = 0), 160,3 (s, 6-C), 158,08 (s, CH 3 0-C(Ph), DMTr), 156,54 (s, 
CH 2 -0-C(Ph)), 151,55* (s, 2-C), 150,18* (s, NPE), 146,47* (s, 4-C), 145,17* (s, NPE), 144,03 (arom., DMTr), 
140,63 (d, 8-C), 135,15/135,06/129,53/127,57/127,37/126,42/123,34/122,18 (arom.), 118,82 (s, 5-C), 114,51 (arom., 
PhOAc), 1 12,68 (arom., DMTr), 90,40 (d, l'-C), 86,15 (s, C(Ph) 3 ), 83,47 (d, 4'-C), 81,21 (d, 3'-C), 75,29 (d, 2'-C), 
67,40 (t, 0-CH 2 NPE), 66,82 (t, CH 2 -0-Ph), 63,51 (t, 5'-CH 2 ), 58,45 (q, 3'-OCH 3 ), 54,73 (q, DMTr OCH 3 ), 

30 34,65(t,CH 2 -PhNPE). 

5 / -0-Dimethoxytrityl-2 / -0-ethyl-0 6 -[2-(4-nitrophenyl)ethyl)-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosin 16b 

0,470 g (0,79 mmol) 15b wurden analog zu 16a getrocknet, gelost, mit 0,321 g (0,95 mmol) Dimethoxytritylchlo- 
35 rid versetzt und in gleicher Weise aufgearbeitet. Durch SC (Kieselgel feinst, Eluens Dichlormethan/ Ace- 
ton = 1 5/1 ) wurden 483 mg (67,6%) Reinprodukt 1 6b als gelbes Pulver erhalten. 

•H-NMR (CDC1 3 , 250 MHz): 6 = 8,88 (s, 1H; NH), 8,10 (d, J = 9,2 Hz, 2H; NPE arom.), 8,04 (s, 1H; 8-H), 7,56 (d, 
J = 9,2 Hz, 2H; NPE arom.), 7,44-6,60 (m, 18H; DMTr, PhOAc), 6,00 (d, J = 4,5 Hz, 1H; l'-H), 4,88 (s, 2H; 
PhOAcCH 2 ), 4,83 (t, J = 6,9 Hz, 2H; NPE 0-CH 2 ), 4,66-4,48 (m, 2H; 2'-H, 3'-H), 4,18-3,94 (m, 1H); 4'-H), 3,72 
40 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,68-3,51 (m, 2H; 0-CH 2 -CH 3 ), 3,50-3,15 (m, 5H; 5'-CH 2 , NPE CH 2 -Ph), 3'-OH), 
l,13(t,3H;0-CH 2 -CH 3 ). 

13 C-NMR (CDC1 3 , 50 MHz): 6=165,77 (s, NH-C = 0), 160,59 (s, 6-C), 158,50 (s, CH 3 0-C(Ph)), 157,02 (s, 
CH 2 -0-C(Ph)), 152,38 (s, 2-C), 150,98* (s, 4-C), 146,86* (s, CH 2 -C(Ph, NPE)), 145,56 (s, 0 2 N-C(Ph)), 144,48 
(s, arom., DMTr), 140,39 (d, 8-C), 135,65/135,56/130,01/129,81/128,10/127,82/126,88/123,71/122,40 (arom.), 1 18,89 
45 u 5-C), 1 14,82 (arom., PhOAc), 1 13,12 (arom., DMTr), 86,95 (d, l'-C), 86,53 (s, C(Ph)3), 84,01 (d, 4'-C), 81,54 (d, 
3 '_C), 76,36 (d, 2' -C), 67,87 (t,0-CH 2 NPE), 67,10 (t, CH 2 -0-Ph), 66,91 (t,0-CH 2 - CH 3 ), 63,22 (t, 5'- CH 2 ), 
55,13 (q, DMTr OCH 3 ), 35,03 (t, CH 2 - Ph NPE), 1 5,20 (q, O - CH 2 - CH 3 ). 

5 / -0-Dimethoxytrityl-2'-0-methyl-N 2 -(phenoxyacetyl)-guanosin 18a 

50 

150 mg (0,17 mmol) 16a wurden in 5 ml einer 0,5molaren Losung von l,8-Diazabicyclo(5.4.0)undec-7-en (DBU) 
in Pyridin 2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Dann wurden 1,5 ml 1M waBrige Essigsaure zugetropft, es 
wurde mit Wasser verdtinnt und die waBrige Phase mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen 
Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Der dlige Riickstand wurde mittels 

55 Flashchromatographie (4 g Kieselgel, Eluens: Dichlormethan/ Aceton/Triethylamin= 100/10/2) gereinigt. Es 
wurden 95 mg(76%) farbloses festes Ol 18a erhalten. DC: Chloroform/Methanol = 4,8/0,3, Rf = 0,38. 
'H-NMR (CDC1 3 , 200 MHz): 6 = 9,1 (s br, 1H; NH), 7,87 (s, 1H; 8-H), 7,49-6,75 (m, 18H; DMTr), 6,02 (d, J = 5,3 
Hz,lH ; r-H);4,65 (s,2H;PhOAc CH 2 ),4,48 (m,lH;3'-H), 4,33-4,15(m, 2H; 2'-H, 4'-H), 3,78 (s, 6H; DMTr 
OCH 3 ), 3,49 (s,3H;2' — OCH 3 ), 3,44 (s, 2H ; 5' - CH 2 ), 2,78 (s br, 1 H ; 3' - OH). 

60 13 C-NMR(CDC1 3) 50 MHz): 6= 169,5 (s, NH-C = 0), 158,61 (s, CH 3 0-C(Ph), DMTr), 156,3 (s,CH 2 -0-C(Ph)), 
155,26 (s, 6-C), 147,78 (s, 2-C), (146,29 (s, 4-C), 144,33 (s, arom., DMTr), 137,17 (d, 8-C), 135,47/135,37 (arom., 
DMTr) 129,98 (arom.-C, PhOAc), 128,09/127,91/127,03 (arom., DMTr), 123,01 (s, 5-C), 122,05/114,83 (arom., 
PhOAc), 113,2 (arom., DMTr), 86,74 (s, C(Ph3), 85,47 (d, l'-C), 84,15 (d, 4'-C), 83,85 (d, 2'-C), 69,96 (d, 3'-C), 
66,88 (t, CH 2 -0-Ph), 63,3 (t, 5-CH 2 ), 58,85 (q, 2-OCH 3 ), 55,2 (q, DMTr OCH 3 ). 

65 

N 3 -Cyanoethyl-5'-0-monomethoxytrityluridin 24a 
7 g (1 3,6 mmol) 23a (hergestellt nach Schaller, H., et al. (1963), J. Am. Chem. Soc, 3821 -27) wurden dreimal mit 
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Dimethylformamid/Benzol abgeschleppt und in 100 ml wasserfreiem Dimethylformamid gelost, auf 0°C abge- 
kiihlt und mit 325 mg (13,6 mmol) gewaschenem Natriumhydrid versetzt und eine Stunde bei 0°C geruhrt. 
Hierauf wurden innerhalb von 12 Stunden 14,4 g (0,272 mol) Acrylnitril zugegeben und das Reaktionsgemisch auf 
80° C erwarmt. Die Reaktionsmischung wurde auf Wasser/Dichlormethan geleert und die waBrige Phase wurde 
mit Dichlormethan ausgeschuttelt. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, $ 
filtriert und eingedampft. 

Das Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie (200 g Kieselgel, Eluens: Dichlormethan/ Aceton = 
30/l)gereinigt. Es wurden 3,5 g (45%) weiBer Schaum 24a erhalten. DC: Dichlormethan/ Aceton = 33/2, Rf = 0,42. 
'H-NMR (CDCl 3 , 90 MHz): 5 = 7,95 (d, J = 8,1 Hz, 1H; 6-H), 7,45-7,1 (m, 12H; MMTr), 6,83 (d, 1=9 Hz, 2H; 
MMTr), 5,92 (d, J = 3 Hz, 1 H ; 1 ' - H), 5,44 (d, J = 8,1 Hz, 1 H ; 5 - H), 4,6 - 4,0 (m, 5H ; 2' - H, 3' - H, N - CH 2 , 4' - H), 10 
3,78 (s, 3H; MMTr OCH 3 ), 3,51 (m, 2H; 5'- H), 2,53 (t, J = 7,2 Hz, 2H; CH 2 CN). 

13 C-NMR (CDCI3, 22,5 MHz): 5 = 161,89 (s, 4-C), 158,64 (s, arom., C-OCH3), 150,99 (s, 2-C), 143,68/143,17 
(arom.), 1 38,59 (d, 6-C), 134,48/132,25/128,19/127,81/127,11 (arom.), 1 17,52 (s, CN), 1 13,18 (arom.),101,37 (d,5-C), 
90,43 (d, T-C), 87,18 (s, C-(Ph)3), 83,66 (d, 4'-C), 75,26 (d, 2'-C), 69,84 (d, 3'-C), 62,09 (t, 5'-CH 2 ), 55,05 (q, 
OCH3), 36,46 (t, N - CH 2 ) 1 5,98 (t, CH 2 CN). 1 5 

N 3 -Cyanoethyl-5'-0-dimethoxytrityluridin 24b 

40 g (0,076 mol) 23b (hergestellt nach Schaller, H., et al. (1963) J. Am. Chem. Soc, 3821 - 27) wurden in Analogie 
zu oben mit 2,9 g (0,076 mol) Natriumhydridsuspension (60°/oige Suspension, gewaschen mit wasserfreiem 20 
n-Hexan) versetzt. Innerhalb von 12 h wurden 1,52 mol Acrylnitril zugegeben und das Reaktionsgemisch auf 
110°C erwarmt. Aufarbeitung wie oben beschrieben und Reinigung durch SC (Kieselgel feinst, Eluens Dichlor- 
methan/ Aceton = 30 : 1) ergaben 24,0 g (55%) 24b als weiBen Schaum. 

'H-NMR (CDCI3, 90 MHz): 5 = 7,95 (d, J = 8 Hz; 1H; 6-H), 7,45-7,10 (m, 9H; DMTr), 6,83 (d, J = 9 Hz, 4H; 
DMTr), 5,92 (d, J = 3 Hz, 1 H ; 1 ' - H), 5,45 (d, J = 8 Hz, 1 H ; 5 - H), 4,60 - 4,00 (m, 5H ; 2' - H, 3' - H, N - CH 2 , 4' - H), 25 
3,78 (s, 6H ; DMTr OCH 3 ), 3,50 (m, 2H ; 5' - H), 2,53 (t, J = 7,2 Hz, 2H ; CH 2 CN). 

,3 C-NMR (CDCI3, 22,5 MHz): 5 = 161,89 (s, 4-C), 158,64 (s, arom., C-OCH3), 150,96 (s, 2-C) 143,65 (arom.), 
138,54 (d, 6-C), 134,46/132,23/128,18/127,80 (arom.), 117,50 (s, CN), 113,18 (arom.) 101,36 (d, 5-C), 90,41 (d, 
l'-C), 87,18 (s, C-(Ph)3), 83,66 (d, 4'-C), 75,24 (d, 2'-C), 69,82 (d, 3'-C), 62,09 (t, 5 / -CH 2 ), 55,05 (q, DMTr 
OCH3), 36,46 (t, N - CH 2 ), 1 5,95 (t, CH 2 CN). 30 

N 3 -CyanoethyU2'-0-methyl-5 / -0-monomethoxytrityluridin 25a 

a) 600 mg (1,05 mmol) 24a wurden in 10 ml Dimethylformamid gelost und auf — 40° C abgekiihlt. Nach der 
Zugabe von 25 mg (1,04 mmol) gewaschenem Natriumhydrid wurde noch weitere 45 Minuten bei dieser 35 
Temperatur geruhrt und dann 284 mg (2 mmol) Methyljodid zugespritzt und innerhalb von 3 Stunden auf 
Raumtemperatur erwarmt. Zur Aufarbeitung wurde Ammoniumchlorid zugegeben, das Reaktionsgemisch zur 
Trockene eingedampft und zwischen Wasser und Dichlormethan verteilt. Die waBrige Phase wurde mit Dichlor- 
methan extrahiert. Die gesammelten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und 
eingedampft. Das Produktgemisch aus 2'-methyliertem 25a, 3'-methyliertem 28a und 2',3'-dimethyliertem 29a 40 
wurde saulenchromatographisch (90 g Kieselgel, Eluens: Diethylether) getrennt. Es wurden 200 mg (33%) 25a, 48 
mg (8%) 28a und 80 mg (13%) 29a als farblose feste Ole erhalten. DC: Dichlormethan/Aceton = 3,2/1,8, Rf = 0,80 
fur 25a, Rf = 0,74 fur 28a, Rf = 0,87 fur 29a. 

'H-NMR (CDCI3, 90 MHz): 5 = 8,11 (d, J = 8,l Hz, 1H; 6-H), 7,65-7,3 (m, 12H; MMTr), 6,88 (d, J = 9 Hz, 2H; 
MMTr), 6,0 (d, J = l,5 Hz, 1H; l'-H), 5,35 (d, J = 8,l Hz, 1H; 5-H), 4,48 (m, 1H; 3'-H), 4,29 (t, J = 6 Hz, 2H; 45 
N-CH 2 ), 4,08 (m, 1H; 4'-H), 3,95 (m, 1H; 2'-H), 3,82 (s, 3H; MMTr OCH 3 , 3,75 (s, 3H; 2'-OCH 3 ), 3,60 (m, 2H; 
5' -CH 2 ), 2,82 (t, J - 6 Hz, 2H; CH 2 CN). 

13 C-NMR(CDC1 3 , 22,5 MHz): 6= 161,73 (s, 4-C), 158,64 (s, arom., C-OCH3), 150,13 (s, 2-C), 143,69/143,41 (2s, 
arom.), 138,32 (d,6-C), 134,42/130,25/128,24/127,81/127,05 (arom.), 1 16,81 (s, CN), 1 13,13 (arom.) 101,15 (d, 5-C), 
87,61 (s, C-(Ph) 3 ), 87,18 (d, l'-C), 83,82 d, 2'-C), 83,01 (d, 4'-C), 68,1 1 (d, 3'-C), 61,06 (t, 5'-CH 2 ), 58,52 (q, 50 
2'-OCH 3 ), 55,05 (q, MMTr OCH 3 ), 36,03 (t, N-CH 2 ), 15,07 (t, CH 2 CN). 

N 3 -Cyanoethyl-3'-0-methyl-5'-0-monomethoxytrityluridin28a 

1 H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 5 = 7,86 (d, J = 8,4 Hz, 1H; 6-H), 7,54-7,2 (m, 12H; MMTr), 6,86 (d, 1 = 9 Hz, 2H; 55 
M MTr), 5,9 1 (d, J - 3,6 Hz, 1 H ; 1 ' - H), 5,48 (d, J = 8,4 Hz, 1 H ; 5 - H), 4,4 - 4, 1 5 (m, 4H ; 2' - H, 4' - H, N - CH 2 ), 4,03 
(m, 1 H; 3' -H), 3,80 (s, 3H; MMTr OCH 3 ), 3,64-3,39 (m, 2H; 5'- H), 3,44 (s, 3H; 3'-OCH 3 ), 2,72 (t, J - 7,2 Hz, 2H; 
CH 2 CN),2,6(s,lH;OH). 

I3 C-NMR (CDCI3, 50 MHz): 5=161,61 (s, 4-C), 158,44 (s, arom., C-OCH3), 150,31 (s, 2-C), 143,40/143,20 
(arom.), 1 38,30 (d, 6-C), 134,19/129,99/127,92 1 27,66/ 126,93 (arom.), 11 6,87 (s,CN), 11 2,94 (arom.), 101,21 (d,5-C), 60 
90,13 (d, l'-C), 86,96 (s, C(Ph) 3 ), 80,70 (d, 4'-C), 78,27 (d, 3'-C), 73,35 (d, 2'-C), 61,98 (t, 5'-CH 2 ), 57,96 (q, 
3'-OCH 3 ), 54,88 (q, MMTr OCH 3 ), 35,99 (t, N-CH 2 ), 15,62 (t, CH 2 CN). 

N 3 -Cyanoethyl-2 / ,3 / -0-dimethyl-5'-0-monomethoxytrityluridin 29a 

65 

'H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 5 = 8,12 (d, J = 7,7 Hz, 1H; 6-H), 7,45-7,21 (m, 12H; MMTr), 6,87 (d, J = 9,3 Hz, 
2H ; MMTr), 5,95 (s, 1 H ; 1 ' - H), 5,35 (d, J = 7,7 Hz, 1 H ; 5 - H), 4,32 - 3,88 (m, 5H ; 2' - H 3' - H 4' - H, N - CH 2 ), 3,8 
(s, 3H; MMTr OCH 3 ), 3,66 (s, 3H; OCH 3 ), 3,6-3,39 (m, 2H; 5'-CH 2 ), 3,46 (s, 3H; OCH 3 ), 2,78 (t, J = 7 Hz, 2H; 
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CH 2 CN). 

l3 C-NMR (CDC1 3 , 50 MHz): 5=161,83 (s, 4-C), 158,60 (s, arom., C-OCH3), 150,07 (s, 2-C), 143,67/143,36 
(arom.), 138,40 (d, 6-C), 134,32/130,2/128,15/128,10 127,82/127,07 (arom.), 1 16,95 (s, CN), 1 13,1 (arom.), 101,07 (d, 
5-C), 88,25 d, l'-C), 87,1 (s, C(Ph)3), 81,75 d, 4'-C), 80,69 (d, 2'-C), 76,36 (d, 3'-C), 60,83 (t, 5'-CH 2 ), 

5 58,31/58,07 (2q, 2'-/3'-OCH 3 ), 55,02 (q, MMTr OCH 3 ), 35,95 (t, N-CH 2 ), 15,86 (t, CH 2 CN). 

b) 500 mg (0,88 mmol) 24a wurden in 7 ml Dimethylformamid gelost und bei Raumtemperatur mit insgesamt 10 
ml Diazomethanldsung versetzt. Die Reaktion wurde mittels Dunnschichtchromatographie verfolgt und nach 4 
Stunden zwischen Dichlormethan und Natriumbicarbonatlosung verteilt. Die vereinigten organischen Phasen 
wurden getrocknet, filtriert und eingedampft Nach saulenchromatographischer Reinigung (60 g Kieselgel, 

10 Eluens: Diethylether) wurden 330 mg (64%) 25a und 100 mg (19%) 28a erhalten. 

2 / -0- Methyl-S'-O-monomethoxytrityluridin 26a 

100 mg (0,17 mmol) 25a wurden in Dichlormethan mit 38 mg (0,34 mmol) t-Kaliumbutylat versetzt. Nach 30 
15 Minuten bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch zwischen Dichlormethan und Natriumbicarbonatlo- 
sung verteilt, die gesammelten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und eingedampft. Das 
Rohprodukt wurde mittels Flashchromatographie (4 g Kieselgel, Eluens: Dichlormethan/Aceton = 9/1) gereinigt. 
Es wurden 80 mg (89%) 26a, weiBer Schaum erhalten. DC: Dichlormethan/Aceton = 3/2, Rf = 0,41. 
'H-NMR (CDCI3, 200 MHz): 5 = 9,2 (s br, 1H; NH), 8,02 (d, J = 8,1 Hz, 1H; 6-H), 7,4-7,25 (m, 12H; MMTr), 6,85 
20 (d, J = 8,9 Hz, 2H; MMTr), 5,97 (s, 1H; l'-H), 5,27 (d, J = 8,1 Hz, 1H; 5-H), 4,5* (dd, Ji =5,3 Hz, J 2 = 9,3 Hz, 1H; 
3' _ H), 4,0* (d, J = 8 Hz, 1 H ; 4' - H, 3,8 (s, 4H ; MMTr OCH 3 , 2' - H), 3,65 (s, 3H ; 2' - OCH 3 ), 3,56 (d, J = 2 Hz, 2H ; 
5'-CH 2 ). 

13 C-NMR (CDCI3, 50 MHz): 5=163,76 (s, 4-C), 158,55 (s, arom., C-OCH3), 150,19 (s, 2-C), 143,75/143,42 
(arom.) 139,85 (d, 6-C), 134,4/130,25/128,22/128,12/127,78/127,05/113,08 (arom.), 101,87 (d, 5-C), 87,06 (s, 
25 C-(Ph)3), 86,88 (d, l'-C), 83,8 (d, 2'-C), 82,82 (d,4'-C, 68,15 (d, 3'-C), 61,07 (t, 5'-CH 2 ), 58,43 (q, OCH 3 ), 54,98 
(q, MMTr OCH 3 ). 

5'-0-DimethoxytrityI-2'-0-ethyluridin 26b 

30 24 g (0,042 mol) 24b wurden analog zu 25a (Ansatz Methyljodidalkylierung) mit 1,6 g (42 mmol) 60% 
Natriumhydridsuspension (gewaschen mit wasserfreiem n-Hexan) versetzt und lh bei — 45° C geruhrt. Nun 
wurden 10,53 g (0,068 mol) Ethyl jodid zugegeben und im weiteren wie bei 25a vorgegangen. SC (Kieselgel feinst, 
Eluens Dichlormethan/Aceton = 12/1) ergab 6,0 g 25b (verunreinigt mit Regioisomeren) als weiBem Schaum. 
Dieser wurde wie bei 26a getrocknet, in 60 ml wasserfreiem Dichlormethan gelost, mit 4,2 g (18,2 mmol) 

35 Kalium-t-butylat versetzt und in gleicher Weise aufgearbeitet. Das Rohprodukt wurde durch SC (Kieselgel 
feinst, Eluens: Dichlormethan/Aceton = 9/1) gereinigt, wobei 4,1 g (17%) 26b als graubrauner Schaum erhalten 
wurden. 

1 H-NMR (CDCI3, 250 MHz): 6 = 9,30 (s br, 1H; NH), 7,79 (d, J = 8,1 Hz, 1H; 6-H), 7,5-7,08 (m, 9H; DMTr), 6,89 
(d, J = 8,9 Hz, 4H; DMTr), 5,80 (s, 1H l'-H), 5,24 (d, J = 8,1 Hz, 1H; 5-H), 4,30* (m, 1H; 2'-H), 3,94* (m, 2H; 

40 3'-H, 4'-H), 3,75 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,45-3,20 (m, 4H; 0-CH 2 -CH 3 , 5'-CH 2 ), 1,21 (t, J = 7,4 Hz, 3H; 
0-CH 2 -CH 3 ). 

13 C-NMR (CDCI3, 62.5 MHz): 5= 163,95 (s, 4-C), 159,63 (s, arom.), 159,61 (s, C-OCH3), 151,97 (s, 2-C), 145,69 
(arom.), 141,10 (d, 6-C), 136,52/136,26/130,97/130,95/128,91/128,82/127,86 (arom.), 102,29 (d, 5-C), 88,52* (s, 
C-(Ph)3), 87,39* (d, l'-C), 83,87 (d, 4'-C), 82,44 (d, 2'-C), 69,50 (d, 3'-C), 67,01 (t, 0-CH 2 -CH 3 ), 62,96 (t, 
45 5'-CH 2 ),55,81 (q, DMTr OCH3), 15,41 (q,0-CH 2 -CH 3 ). 

2 / -O-Methyluridin30a 

8 g (14,3 mmol) 26a wurden in 100 ml Methanol gelost und bei Raumtemperatur mit 5 ml einer 10%igen 
50 methanolischen Salzsaure versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde eingedampft und der Ruckstand zwischen 
Diethylether und Wasser verteilt, die organische Phase noch zweimal mit Wasser extrahiert, die vereinigten 
waBrigen Phasen eingedampft und das Produkt mehrmals mit Benzol und Pyridin abgeschleppt. Es wurden 3,27 
g (93%) 30a als weiBer Schaum (DC: Dichlormethan/Methanol - 3/1 , Rf = 0,37) erhalten. 

'H-NMR (DMSO, 90 MHz): 5 = 8,00 (d, J = 8,1 Hz, 1H; 6-H), 6,0 (d, J = 5,4 Hz, 1H; l'-H), 5,78 (d, J = 8,1 Hz, 1H; 
55 5-H), 5,08 (s br,3H;5'-OH),3'-OH, NH), 4,25 (ABX-System, Jab -4,5 Hz, Jax = 5,4 Hz, 1H; 2'-H), 4,1 -3,85 
(m, 2H ; 3' - H, 4' - H), 3,74 (m, 2H ; 5' - H), 3,30 (s, 3H ; 2' - OCH 3 ). 

13 C-NMR (DMSO, 22,5 MHz): 5= 163,19 (s, 4-C), 150,62 (s, 2-C), 140,55 (d, 6-C), 101,91 (d, 5-C), 86,15 (d, 
l'-C), 85,33 (d, 4' - C), 82,9 (d, 2' - C), 68,43 (d, 3' - C), 60,57 (t, 5' - CH 2 ), 57,60 (q, OCH 3 ). 

60 2'-0-n-Butyl-5'-0-MMT-N-cyanoethyluridin 
Ansatz: 

2 g (3,51 mmol) 5'-0-MMT-N-Cyanoethyl-uridin 
150mg(l,l Aquivalente) NaH 

65 0,67 ml (1,8 Aquivalente) n-Butylbromid 

2 g (3,51 mmol) 5'-0-MMT-N-Cyanoethyl-uridin wurde dreimal mit Benzol abgeschleppt, in absolutem DMF 
gelost und auf minus 60°C abgekuhlt. Dann wurde 150 mg einer 60% NaH-Suspension (1,1 Aquivalente) 



18 



DE 41 10 085 Al 



zugegeben und 30 Minuten bei — 50° C geruhrt Nun wurde zu der Reaktionslosung langsam 0,52 ml (1,4 
Aquivalente) Butylbromid zugetropft Nach 20 Minuten wurde die Temperatur langsam (innerhalb von drei 
Stunden) auf 10°C angehoben. Die Reaktion wurde mittels DC-Chromatographie verfolgt. Es wurden noch 0,15 
ml (0,4 Aquivalente) Butylbromid zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur geruhrt, bevor die Reaktion 
abgebrochen wurde. Die Losung wurde mit ca. 1 g NH4CI versetzt und am Hochvakuum eingedampft. Der 
Riickstand wurde zwischen Dichlormethan und Natriumhydrogencarbonat verteilt, mit Natriumsulfat getrock- 
net und eingedampft. Das Rohprodukt wurde gereinigt: 
Saule: 100 g Kieselgel, Laufmittel: Dichlormethan 
Ausbeute: 300 mg rein (15% der Theorie) 
DC-Laufmittel: Dichlormethan : Aceton 9 :1) 
R f = 0,65 (2'-0-butyl), Rf = 0,44 (3'-0-butyl). 

'H-NMR (CDCb): 8,05 (d, H6); 7,5-7,2 (m, MMT); 6,9-6,7 (m, MMT); 5,95 (d, HI'); 5,3 (d, H5), 4,6-3,6 (m, H2', 
H3', H4', OCH 2 , NCH 2 ); 3,8 (S, OCH 3 , MMT); 3,55 (d, C5'), 2,7 (t, CH 2 CN), 1,8-1,2 (m, Butyl-CH 2 CH 2 4H); 0,9 (t, 
CH 3 -Butyl). 

C-NMR (CDCI3): 161 =(C4); 158,8 (MMT); 150,3 (C2); 143,9 (MMT); 143,5 (MMT); 138,5 (C6); 134,6, 130,4, 128,4, 
127,8, 127,3 (MMT), 117,0 (CN); 113,3 (MMT), 101,3 (C5); 88,1 (MMT); 87,4 (CI'); 83,3 (C4') ; 62,4 (C2'); 70,8 
(2 / -OCH 2 ); 68,2 (C3'); 61,1 (C5'); 55,2 (0-CH 3 -MMT); 36,2 (N-CH 2 ); 31,6 (Butyl-P-CH 2 ); 19,2 (Butyl-CH 2 ); 
16,1 (CH 2 CH); 13,8 (CH 3 Butyl). Chemische Verschiebung in ppm. 

Beispiele fur die Phosphorylierung 

Nach dem Trocknen durch Abschleppen mit Pyridin, Toluol und THF werden 1—3 mmol des geschutzten 
Nukleosids 3a, 3a', 3b, 9a, 9b, 16a, 16b, 18a, 26a, 26b in 25 ml THF (im Fall von 3a, 16a in trockenem DCM) gelost. 
Unter Stickstoff wird die Losung mit 2 — 3,6 moleq. N,N-Diisopropylethylamin (Hunig's Base) und anschlieBend 
innert 5 Min. mit 1,2 bis 2,4 moleq. 2-Cyanoethoxy-N,N-diisopropylmonochlorphosphoramidit bei Raumtempe- 
ratur versetzt. Die Reaktionsmischung wird dann wahrend 2 Stunden geruhrt und durch TLC beobachtet (das 
Phosphoramidit gibt mit Ninhydrinreagens eine gelbe Farbe). Wenn dann immer noch Ausgangsmaterial vor- 
handen ist, werden zusatzliche 0,3 moleq. Phosphorylierungsmittel zugesetzt. Das uberschiissige Reagens wird 
danach durch die Zugabe von 3—5 moleq. Isopropanol, sec.-Butanol oder Methanol gequencht und die Reak- 
tionsmischung wird wahrend einer weiteren Stunde geruhrt. Durch Verdampfen im Vakuum wird das Reaktions- 
gemisch eingeengt und dann mit entgastem Ethylacetat (50 ml) versetzt. Die Losung wird zweimal mit entgaster 
einmolarer waBriger Natriumbicarbonatlosung (100 ml) unter Argon bei 0°C extrahiert. Die organische Phase 
wird uber Natriumsulfat getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wird zweimal mit Toluol abgeschleppt und 
in 3-5 ml entgastem Toluol (im Fall von Pyrimidinen) oder Ethylacetat (im Fall von Purinen) gelost. Die Losung 
wird tropfenweise trockenem Petrolether (200 ml, Siedebereich 40-60° C) zugesetzt und der farblose Nieder- 
schlag wird durch Filtrieren unter Stickstoff abgetrennt. Nach sorgfaltigem Waschen mit Hexan wird das 
Phosphoramidit im Vakuum getrocknet und in trockenem Acetonitril zu einer 100-mM-Losung gelost, die direkt 
fur die Oligonukleotidsynthese verwendet wird. Der Gehalt an mitgefalltem Cyanoethyl-N,N-diisopropyl- 
H-phosphonat 31 wird durch l H und 3l p-NMR erfaBt, stort jedoch die Kupplungseffizienz nicht (siehe folgende 
Tabelle). 

Tabelle: Phosphorylierung von geschutzten 2'-Methyl- und 2 / -Ethylnukleosiden 



No. mmol Amin Chloro- Alkohol Ausbeute 31 

Nucleotid equiv. phos- fur Gehalt 

phin Quenchen 



2'-OCH 3 C 


MMTr 


4a' 


3,16 


3 


1,2 


i-PrOH 


71% 


3% 


2'-OCH 3 C 


DMTr 


4a 


5,12 


2 


1,4 


MeOH 


94% 


n.d. 


2'-OEtC 


DMTr 


4b 


2,95 


3 


1,6 


s-BuOH 


96% 


7% 


2'-OCH 3 A 


DMTr 


10a 


1,30 


3 


1,5 


i-PrOH 


93% 


1% 


2'-OEtA 


DMTr 


10b 


0,68 


2 


1,5 


i-PrOH 


66% 


2% 


2'-OCH 3 G NPE 


DMTr 


17a 


0,28 


2 


1,4 


MeOH 


92% 


n.d. 


2'-OEtG NPE 


DMTr 


17b 


1,12 


3 


2,1 


s-BuOH 


93% 


2% 


2'-OCH 3 G 


DMTr 


17a' 


1,28 


3,6 


2,4 


i-PrOH 


96% 


2% 


2'-OCH 3 U 


MMTr 


27a 


1,30 


3 


1,5 


i-PrOH 


88% 


3% 


2'-OEtU 


DMTr 


27b 


2,61 


3 


1,6 


s-BuOH 


97% 


2% 



N 4 -Benzoyl-5 / -0-dimethoxytrityl-2'-0-methylcytidin-3 / -0-[(2-cyanomethyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit] 

4a 



1 H-NMR (CDC1 3 , 90 MHz): 5 = 8,6, 8,5 (2d, J = 7,5 Hz, 1H; 6-H, 2 diast.), 7,93-6,65 (m, 19H; NH, DMTr), 7,03, 
6,95 (2d, J = 7,5 Hz, 1 H ; 5 - H, 2 diast), 6,05, 6,01 (2d, t H; 1' — H, 2 diast), 4,7 2 - 4,03 (m, 2H ; 2' - H, 3' - H), 3,94 (m, 
1 H; 4'-H), 3,94-3,3 (m, 4H; P-0-CH 2 , 2 x (CH(CH 3 ) 2 ), 3,78 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,65 (s, 3H; 2'-OCH 3 ), 3,53 
(m,2H;5'-CH 2 ),2,68, 2,37 (2t,J = 7,3Hz,2H;CH 2 CN,2 diast), 1,4- 1,0(12H; 2 x CH(CH 3 ) 2 ). 
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N 4 -Benzoyl-2'-0-methyl-5'-0-monomethoxytritylcytidin-3'-0^ 

dit] 4a' 

TLC: 2 Diastereomere, Rf = 0,69, 0,55 (Ethylacetat) 
5 'H-NMR (250 MHz, CD 3 CN; 1 : 1-Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 3% 31 [d, 6,87 ppm, 
J = 640 Hz, P- H; t, 2,75 ppm, J = 6 Hz, -CH 2 CN]): 9,2 (br s, 1H; NH), 8,51, 8,40 (2d, ] = 8 Hz, 1H; 6-H, 2 diast.), 
7,93 (m, 2H; Bz), 7,7-7,15 (m, 15H; MMTr, Bz), 7,06, 7,04 (2d, J = 8 Hz, 1H; 5-H, 2 diast), 6,9 (m, 2H; MMTr 
3,5 - H), 5,92 (d, J = 5 Hz, 1 H ; 1 ' - H), 4,60, 4,46 (2m, 1 H ; 3' - H, 2 diast.), 4, 1 8 (m, 2H ; 4' - H), 3,96 (2d, 1 H ; 2' - H), 
3,8-3,3 (m, 12H; 5'-CH 2 , 0-CH 2 -CH 2 CN, 2 x CH-(CH 3 ) 2 , MMTr OCH 3 [3,79; s, 3H], 2'-OCH 3 [3,57; s, 
10 3H]), 2,64, 2,51 (2t, J - 6 Hz; 0-CH 2 -CH 2 CN 2 diast), 1 ,3-0,8 (m, 12H ; i-Pr CH 3 , 2 diast) 
31 P-NMR (101,26 MHz, CD 3 CN): 149,75, 149,05(2 diast); 31 : 13,71 

N 4 -Benzoyl-5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-ethylcytidm-3'-0-^^ 

15 TLC: 2 Diastereomere Rf- 0,51, 0,61 (DCM/Ethylacetat 1:1) 

1H-NMR (250 MHz, CD 3 CN; 1 : 1.1 Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 8% Hexan [m, 0,86 
ppm] und 70/o 31 [d, 6,87 ppm, J=635 Hz, P-H; t, 2,76 ppm, J = 6 Hz, -CH 2 CN]): 9,25 (s, br, 1H; 4-NH-Bz), 
8,54, 8,44 (2d, J = 8 Hz, 1H; 6-H) 2 diast), 7,95 (d, J = 8 Hz, 2H; Bz 2,6-H), 7,7-7,2 (m, 12H; DMTr, Bz 3,4,5-H), 
7,06, 7,03 (2d, J = 8 Hz, 1H; 5-H, 2 diast), 6,90 (m 4H; DMTr 3,5- H), 5,89 (d, J =4 Hz, 1H ; l'-H), 4,61, 4,47 (2m, 

20 1H; 3'-H, 2 diast), 4,19* (m, 1H; 4'-H), 4,06* (m 1H; 2'-H), 4,0-3,4 (m, 14H; DMTr 2 x -OCH 3 [3,79 s, 6H, 
2'-OCH 2 -, 2x N-CH, P-0-CH 2 - 5'-CH 2 ), 2,64, 2,52 (2t, J = 6 Hz, 2H; -CH 2 CN, 2 diast), 1,3-1,0 (m, 
15H;2'-OCH 2 CH 3 ,2x CH(CH 3 ) 2 ) 

3, P-NMR(CD 3 CN, 101,26 MHz): 149,64, 148,77 (2 diast); 31: 13,72 

25 5 / -0-Dimethoxytrityl-2 / -0-methyl-N 6 -(phenoxyacetyl)-adenosin-3 / -0-[(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyN 

phosphoramidit] 10a 

TLC: 2 Diastereomere Rf - 0,63, 0,56 (DCM/ethylacetat 1 : 1) 
'H-NMR (250 MHz, CD 3 CN; I : 1-Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 1% 31 [d, 6,87 ppm, 

30 J = 640 Hz, P - H ; t, 2,75 ppm, J - 6 Hz, - CH 2 CN]): 9,3 (br s, 1 H ; NH), 8,59, 8,58 (2s, 1 H ; 2 - H, 2 diast), 8,3 1 , 8,29 
(2s, 1H; 8-H, 2 diast), 7,45-7,15 (m, 11H, MMTr, PhOAc 2,6-H), 7,03 (m, 3H; PhOAc 3,4,5-H), 6,82 (m, 4H; 
DMTr 3,5 -H), 6,1 1 (d, J = 5 Hz, 1H; l'-H), 4,98 (s, 2H; PhOAc -CH 2 ), 4,80 (m, 1H;2'-H), 4,69 (m, 1H;3'-H), 
4,30(m, 1H;4'-H), 3,8-3,3 (m, 15H; 5'-CH 2 , 0-CH 2 -CH 2 CN, 2 x CH-(CH 3 ) 2 ,2x DMTr OCH 3 [3.74; s, 
6H], 2'-OCH 3 [3,46, 3,44; 2s, 3H, 2 diast.]), 2,66, 2,51 (2t, J = 6 Hz; 0-CH 2 -CH 2 CN, 2 diast), 1,3-0,8 (m, 12H; 

35 i-PrCH 3 ,2diast) 

3, P-NMR(101,26 MHz,CD 3 CN): 149,88, 149,57(2 diast); 31: 13,71 

5 , -0-Dimethoxytrityl-2 / -0-ethyl-N 6 -(phenoxyacetyl)-adenosin-3 / -0-[(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl-phospho- 

r amidit] 10b 

40 

TLC: 2 Diastereomere Rf = 0,74, 0,81 (DCM/Ethylacetat 1 : 1) 
'H-NMR (250 MHz, CD 3 CN; 1 : 1-Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 1,5% 31 [d, 6,87 ppm, 
J =635 Hz, P-H; t, 2,75 ppm, J = 6 Hz, -CH 2 CN]: 9,3 (s br, N6-NH), 8,59, 8,57 (2s, 1 H; 2-H, 2 diast), 8,30, 8,28 
(2s, 1H; 8-H, 2 diast), 7,5-7,2 (m, 11H; DMTr, PhOAc 2,6-H), 7,03 (m, 3H, PhOAc 3,4,5-H), 6,81 (m, 4H; 
45 DMTr, 3,5 -H), 6,10 (d, J = 4,5 Hz, 1H; l'-H), 4,97 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,78 (m, 1H; 2'-H), 4,71 (m, 1H; 3'-H), 
4,30 (m, 1 H; 4'- H), 3,9-3,5 (m, 12H; DMTr 2 x -OCH 3 [3,75 s, 6H], 2'-OCH 2 -, 2 x N-CH, P-0-CH 2 -), 
3,38 (m, 2H; 5'-CH 2 ), 2,67, 2,48 (2t, J = 6 Hz, 2H; -CH 2 CN, 2 diast), 1,18, 1,16 (2d, J = 7 Hz, 12H; 2 x CH(CH 3 ) 2 ), 
1,10 (t, J = 7 Hz, 3H; 2'- OCH 2 CH 3 ) 

31 P-NMR(CD 3 CN, 101,26 MHz): 149,71, 149,32(2 diast); 31 : 13,72 

50 

5'-0-Dimethoxytrityl-2'-0-methyl-0 6 ^2-(4-nitrophenyl)-ethyl]-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosin-3'-0-[(2-cyanome- 

thyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit] 17a 

'H-NMR (CDC1 3 , 90 MHz): 8 = 8,5 (s br, 1H; NH), 8,12 (d, J = 9 Hz, 2H ; NPE arom.), 8,02, 7,96 (2s, 1H; 8-H, 2 
55 diast), 7,5 (d, J = 9 Hz, 2H; NPE arom.), 7,5-6,6 (m, 18H; DMTr, PhOAc), 6,1 (m, 1H; 1' - H), 4,85 (t, J = 6,4 Hz, 2H ; 
NPE 0-CH 2 ), 4,68 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,7-4,0 (m, 3H ; 2'-H, 3'-H, 4'-H), 4,0-3,18 (m, 8H ; 5'-CH 2 , NPE 
CH 2 -Ph, 2 x CHCCH 3 ) 2 ), P-0-CH 2 ), 3,76 (s, 6H; DMTr OCH 3 ), 3,5 (s, 3H; 2'-OCH 3 ), 2,62, 2,45 (2t, J = 6,3 Hz, 
CH 2 CN, 2 diast), 1,17, 1,04 (2d, J = 7,2 Hz, 12H; 2 x CH(CH 3 ) 2 , 2 diast) 

60 5'-0-Dimethoxytrityl-2'-0-ethyl-0 6 -[2-(4-nitrophenyl)-ethyl]-N 2 -(phenoxyacetyl)guanosin-3'-0-[(2-cyanoet- 

hyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit] 1 7b 

TLC: R f = 0,87 (DCM/Ethylacetat 1 : 1) 
'H-NMR (250 MHz, CD 3 CN; 1 : 1-Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 2% Hexan [m, 0,86 ppm] 
65 und 2% 31 [d, 6,87 ppm, J = 635 Hz, P-H; t, 2,75 ppm, J = 6 Hz, -CH 2 CN]: 8,79, 8,77 (2s, 1H; 2-NH, 2 diast), 8,14 
(d, J = 9 Hz, 2H ; PhN0 2 3,5 - H), 8,07, 8,04 (2s, 1 H ; 8 - H, 2 diast), 7,57 (d, J = 9 Hz, 2H ; PhN0 2 2,6 - H), 7,45 - 7,1 5 
(m, 1 1H; DMTr, PhOAc, 2,6-H), 6,99 (m, 3H, PhOAc 3,4,5-H), 6,78 (m, 4H; DMTr 3,5-H), 6,02 (d, J = 5 Hz, 1H; 
l'-H), 4,91 (s, 2H; PhOAc CH 2 ), 4,84 (t, J = 7 Hz, 2H; O e -CH 2 ), 4,73 (m, 1 H; 2'-H), 4,58 (m, 1H; 3'-H), 4,28 (m, 
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1H; 4'-H), 3,8-3,25 (m, 16H; DMTr 2x -OCH 3 [3,73 s, 6H], 2 / -OCH 2 -, 2x N-CH, P-0-CH 2 - 
5'-CH 2 , NPE CH 2 Ph[3,32 t, J = 7 Hz, 2H], 2,63, 2,46 (2t, J = 6 Hz, 2H; -CH 2 CN 2 diast), 1,2-1,0 (m, 15H; 
2'-OCH 2 CH 3 ,2x CH(CH 3 ) 2 

31 P-NMR (CD 3 CN, 101,26 MHz): 149,71, 149,49(2 diast); 31: 13,72 

5 

5'-0-Dimethoxytrityl-2'-0-methyl-N^ 

phosphoramidit] 18a 

TLC: Rf = 0,5 (Aceton/DCM 3 : 7) 
'H-NMR (250 MHz), CD 3 CN; 1 :1-Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 2% O-2-Cyanoethyl- i 0 
N,N-diisopropylamino-H-phosphonat 31 [d, 6,87 ppm, J = 640 Hz, P-H; t, 2,75 ppm, J = 6 Hz, -CH 2 CN]): 7,89, 
7,86 (2s, 1 H; 8-H, 2 diast), 7,5-7,1 (m, 1 1H; DMTr, PhOAc 2,6- H), 7,1 -7,0 (m, 3H; PhOAc 3,4,5- H), 6,85-8,7 
(m, 4H; DMTr 3,5 -H), 5,94 (m, 1H; l'-H), 4,74 (s, 2H; PhOAc -CH 2 ), 4,55-4,45 (m, 2H; 2', 3'-H), 4,28 (m, 1H; 
4' - H), 3,8 - 3,3 (m, 1 5H ; 2 x DMTr OCH 3 [3,73 ; s, 6H], 5' - CH 2 , 0 - CH 2 - CH 2 CN, 2 x CH - (CH 3 ) 2 , 2' - OCH 3 
[2 diast, 3,44, 3,42; 2s, 3H]), 2,66, 2,47 (2t, J = 6 Hz; 0-CH 2 -CH 2 CN, 2 diast.), 1,3-1,0 (m, t2H; i-Pr CH 3 , 2 diast) 15 
3, P-NMR (101,26 MHz, CD 3 CN): 149,97, 149,86 (2 diast); 0-(2-Cyanoethyl)-N,N-diisopropyl-amino-H-phospho- 
nat 31: 13,71 

2 / -0-Methyl-5'-0-monomethoxytrityluridin-3'-0-[(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropylph 27a 

20 

TLC:2diastereomersRf = 0,76,0,70(Ethylacetat/DCM 1 : 1) 
'H-NMR (250 MHz, CD 3 CN; 1 : 1-Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 3% 31 [d, 6,87 ppm, 
J -638 Hz, P-H; t, 2,75 ppm, J = 6 Hz, -CH 2 CN]): 8,9 (br s, 1H; NH), 7,82, 7,69 (2d, J = 8 Hz, 1H ; 6-H, 2 diast), 
7,5-7,2 (m, 12H, MMTr), 6,9 (m, 2H; MMTr), 5,87 (d, J = 5 Hz, 1H; l'-H), 5,21, 5,18 (2d, J = 8 Hz, 1H; 5-H, 2 
diast), 4,52 4,42 (2m, 1H; 3'-H, 2 diast), 4,12 (m, 1H; 4'-H), 3,93 (m, 1H; 2'-H), 3,85-3,3 (m, 12H; 5'-CH 2 , 25 
O-CH2-CH2CN, 2 x CH-(CH 3 ) 2 , MMTr OCH 3 [3,77; s, 3H], 2 / -OCH 3 [3,50, 3,48; 2s, 3H, 2 diast]), 2,67, 2,51 
(2t, J = 6 Hz ; O - CH 2 - CH 2 CN 2 diast), 1 ,3 - 1 ,0 (m, 1 2H ; i- Pr CH 3 , 2 diast) 
31 P-NMR (101,26 MHz, CD 3 CN): 149,75, 149,41 (2 diast); 31 : 13,70 

5'-0-Dimethoxytrityl-2 / -0-ethyluridin-3'-0-[(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropylphosphoramidit]27b 30 

TLC: Rf = 0,83 (Ethylacetat) 

•H-NMR (250 MHz, CD 3 CN; 1 : 1.1 Mischung von 2 Diastereomeren, das Amidit enthalt 5% Hexan [m, 0,86 
ppm] und 1,6% 31 [d, 6,86 ppm, J = 635 Hz, P-H; t, 2,75 ppm, J = 6 Hz, -CH 2 CN]: 9,0 (s, br, 1H; 3- NH), 7,82, 7,73 
(2d, J =8 Hz, 1H ; 6-H, 2 diast), 7,5-7,2 (m, 9H; DMTr), 6,88 (m, 4H; DMTr 3,5-H), 5,85, 5,83 (2d, J =4 Hz, 2 35 
diast), 4,50, 4,40 (2m, 1H; 3'-H, 2 diast), 4,14* (m, 1H; 4'-H), 4,05* (m, 1H; 2'-H), 3,8-3,5 (m, 12H; DMTr 2 x 
-OCH3 [3,77 s, 6H], 2'-OCH 2 -, 2 x N-CH, P-0-CH 2 -), 3,41 (m, 2H; 5'-CH 2 ), 2,67, 2,52 (2t, J = 6 Hz, 2H; 
-CH 2 CN, 2 diast), 1,25- 1,0 (m, 15H; 2'-OCH 2 CH 3 , 2 x CH(CH 3 ) 2 ) 
31 P-NMR (CD 3 CN, 101,26 MHz): 149,57, 149,18(2 diast); 31: 13,72 

40 

Beispiele fur modifizierte Oligoribonukleotide 



3'-Aminomodifizierte 2'-0-Methyloligoribonukleotide 



Die am 3 / -Ende mit (3-Amino-2-hydroxypropyl)phosphat modifizierten 19mer 2'-0-methylierten Oligoribonu- 45 
kleotide konnen mit einem ABI 380 B DNA-Synthesizer (Applied Biosystems) synthetisiert werden, wobei ein 
modifizierter LCAA-CPG (controlled pore glass) Feststofftrager verwendet wird, der 1-O-DMTr, 3-N-[Fluore- 
nyl(methoxycarbonyl)]aminopropandiolgruppen (3'-Amin-ON CPG, Clontech) tragt 2'-OMethylnukleosid- 
(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropyl-phosphoramidite mit folgenden Schutzgruppen werden verwendet: 

50 

A: 

N 6 -Phenoxy acetyl 
5'-ODMTr 

C: 

N 4 -Benzoyl 55 
5'O-MMTr 

G: 

N 2 -Phenoxyacetyl 
5'O-DMTr 

U: 60 
5'O-MMTr 

Standard DNA-Syntheseverfahren mit erhohter Kopplungszeit (5 Min. statt 3 Min.) wird verwendet Das 
Oligonukleotid wird durch Behandeln mit 25%iger waBriger NH40H-Losung (15 h bei 55° C) von Schutzgrup- 
pen befreit und vom Trager getrennt Nach der abschlieBenden De-Tritylation wird das rohe Oligonukleotid 65 
durch Fallen mit Ethanol gereinigt 

Quantitative Bestimmung: 

Die Oligonukleotide werden durch die UV-Absorption bei 260 nm quantitativ bestimmt, falls erforderlich wird 
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der Wert durch Subtraktion der entsprechenden UV- Absorption des FITC, Dithiopyridin oder Puffers bei 260 
nm korrigiert. Der Wert der Dithiopyridin- Linker in modifiziertem Oligonukleotiden wird nach Reduktion einer 
Teilmenge mit Dithiotreitol durch Absorptionsmessung von freigesetztem Pyridin-2-thion bei 343 nm (molarer 
Extinktionskoeffizient 8,08 x 10 3 M~cm~ l ) bestimmt. 
5 Der Fluoresceingehalt wird spektrophotometrisch durch Absorption bei 495 nm bestimmt. Der Gehalt an 
PMDBD (Heinzerbase, Fluka) wird durch UV-Absorption bei 219 nm bestimmt; 1 u.mol (als Hydrochlorid, in 
Wasser) entspricht ungefahr 16,3 AU219. 

3'-Fluoreszeinmodifizierte 2'-0-Methyloligoribonukleotide 

10 

Markieren mit FITC kann ahnlich der fiir 5'-aminomodifizierte Oligodeoxyribonukleotide beschriebenen 
Methode (Agrawal, S., Christodoulon, C M and Gait, M. J., (1986) Nucleic Acids Res. 14, 6227—45) erfolgen. Eine 
Losung von 10,4 AU260 (ca. 350 u.g; 52 nmol) 2'-0-Methyloligoribonukleotid 19mer mit der Sequenz 
5'-GAG CAC ACU UCA UGC AGUG-3'-modifiziert mit (3-Amino-2-hydroxypropyl)phosphat am 3'-Ende 

15 in 100 11I Wasser wird mit einer Losung von 2,8 mg (7,2 u,mol, 150 Aquivalente) Fluoreszeinisothiocyanat (Sigma) 
in 300 u.1 1 M waBriger Natriumbicarbonatldsung (pH 8,5) fiir 4 h bei Raumtemperatur behandelt. Die Mischung 
wird einer Gelfiltration unterworfen (Sephadex G 25-PD 10, Pharmacia) mit Wasser als Eluent. Das erste Eluat, 
das Oligoribonukleotidfraktionen enthalt, wird im Vakuum (eventuell mit Speedvac, Savant) eingedampft, der 
Riickstand wird in 200 u.1 eines 100 mM Triethylammoniumacetatpuffers (pH 7) aufgenommen. Das Auftrennen 

20 erfolgt durch RP-HPLC (Nukleosii RP-18, 250 x 4 mm; 
Puffer A: 100 mM Triethylammoniumacetat, pH 7 

Puffer B: Acetonitril, Gradientenelution: 0—50 Min., 0—50% B, Nachweis durch UV-Absorption bei 260 nm und 
Fluoreszenznachweis bei 490 nm Excitation, 520 nm Emission) ergibt 3,3 AU260 (32%) Oligoribonukleotid in 
nicht FITC-modifizierter Form bei einer Gradientenkonzentration von ungefahr 18—19% Acetonitril, und 4,1 
25 AU 2 6o (auch 1,1 AU496; der AU26o-Wert entspricht ungefahr 3,75 AU260 unmarkierten Oligoribonukleotid, 36%) 
an fluoresceinmodifiziertem Oligoribonukleotid bei einer Gradientenkonzentration von 19 — 20,5% Acetonitril. 

Synthese von thiocholesterinmodifizierten Oligoribonukleotiden 

30 a) Modifikation mit Dithiopyridingruppen: 

Eine Losung von 14,1 AU26O (ungefahr 450 jig; 67 nmol) von 2-O-Methyloligoribonukleotid 19mer mit der 
Sequenz 5'-CUA AAA GAG CUG UAA CACU-3' modifiziert mit (3-Amino-2-hydroxypropyl)phosphat am 
3'-Ende, in 0,75 ml 50 mM HEPES-Puffer (pH 7,9) wird mit einer Losung von 4,2 mg (13,4 nmol, 200 Aquivalente) 
N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat (SPDP, Pharmacia) in 300 uJ Ethanol wahrend 4 Stunden bei Raum- 

35 temperatur behandelt. Die Mischung wird einer Gelfiltration unterworfen (Sephadex G25-PD10, Pharmacia) mit 
20 mM HEPES-Puffer (pH 7,3) als Eluent. Das erste Eluat, das Oligoribonukleotid enthaltende Fraktionen 
enthalt, wird im Vakuum eingedampft (Speedvac, Savant), aufgelost in 200 u.1 Wasser, und weiter durch Reverse- 
Phase-HPLC gereinigt (Nukleosii RP-18, 250— 4 mm; 
Puffer A: 100 mM Triethylammoniumacetat, pH 6,5; 

40 Puffer B: Acetonitril. 

Gradientenelution: 0—40 Min., 0—40% B) ergibt 12,2 AU 2 6o Oligoribonukleotid (entspricht etwa 1 1,9 AU260 (57 
nmol) der Ausgangsverbindung, 85%) modifiziert mit ungefahr 52 nmol Dithiopyridingruppen (nach einer 
UV-Bestimmung fur Pyridin (1 H)2-thion, freigesetzt von einer Teilmenge eines Musters durch Dithiothreitolbe- 
handlung und AU-Wert bei 343 nm). 

45 b) PMDBD-Salzbildung: Eine waBrige Losung von 8,1 AU260 (ungefahr 255 u.g, 37 nmol) von 2'-0-methylier- 
tem 19mer Oligoribonukleotid, das am 3'-Ende mit Pyridyldithiogruppen modifiziert ist (ungefahr 35 nmol nach 
UV-Bestimmung) in 250 u.1 Wasser wird mit 250 jil einer Losung von 4 mg PMDBD-Carbonat (PMDBD): 
3,3,6,9,9-Pentamethyl-2,10-diazabicyclot4.4.0]dec-l-en, Heinzer Base, Fluka, Heinzer, F., Soukup, M., und Eschen- 
moser, A. (1978) Helv. Chim. Acta 61, 2851 —74) in 50% waBrigem Methanol behandelt, danach mit Wasser auf 

50 ein Volumen von 3 ml verdunnt und gefriergetrocknet. Das Lyophylisat wird in 1 ml Methanol/Wasser (1:4) 
gelost und einer Gelfiltration unterworfen (Sephadex G25 PD10: Elution mit Methanol/Wasser 1 :4). Die 
Oligoribonukleotid enthaltende Fraktion (7,1 AU 2 6o, gemaB Absorption des Nukleotids) 15 AU219 (vorwiegend 
gemaB Absorption von etwa 0,65 ^mol BMDBD; 88%) wird teilweise im Vakuum eingeengt (Speedvac), urn das 
Methanol zu entfernen, gefriergetrocknet und dann in 1,0 ml Methanol/Dichlormethan (1:2) aufgelost. 

55 c) Konj ugation mit Thiocholester in : 

Zu der Halfte der obigen Losung (0,5 ml, die etwa 16 nmol des Oligoribonukleotids entspricht) werden 200 u.1 
Methanol, 30 u.1 180 mM methanolischer PMDBD Trifluoracetatpuffer (pH 9) und 600 u.g (1,5 jimol) Thiochole- 
sterin (Sigma) in 300 jil Dichlormethan gegeben. Die Reaktionsmischung wird unter Argon wahrend 20 Stunden 
bei Raumtemperatur gehalten. Die Losung wird im Vakuum eingedampft (Speedvac), der Riickstand in 400 u.1 

60 Methanol/Chloroform (1:1) gelost und extrahiert (zunachst mit 4 x 100 u.1 Wasser, dann weiter mit 4 x 100 jxl 
Wasser. Die beiden waBrigen Extrakte (die 1,6 AU 2 eo und 0,7 AU 2 6o an Oligoribonukleotid enthalten) werden 
vereinigt und zur Entfernung des Methanols im Vakuum (Speedvac) auf ein Volumen von ungefahr 500 jxl 
eingeengt. Fraktionieren durch Reverse-Phase-HPLC (Nukleosii RP-18, 250 x 4 mm; Puffer A: 100 mM 
Triethylammoniumacetat pH 7, Puffer B: Acetonitril; Gradientenelution: 0—50 Min., 0—50% B; 50—70 Min., 

65 50—100% B) ergibt 0,84 AU26O (24%) Oligoribonukleotid in nicht-cholesterinmodifizierter Form bei einer 
Gradientenkonzentration von etwa 25% Acetonitril, und 1,5 AU260 (42%) von thiocholesterinmodifiziertem 
Oligoribonukleotid bei einer Gradientenkonzentration von 55 — 68% Acetonitril. 

d) In analoger Weise wird ein 2'-0-methyliertes Oligoribonukleotid 19mer, das ein aminomodifiziertes 3'-Ende 
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enthalt, mit der Sequenz 5'-GAG CAC ACU UCA UGC AGVG-3' an Thiocholesterin gebunden. Das durch 
Pyridyldithiopropionat modifizierte Oligoribonukleotid (12 Au 2 eo; etwa 60 nmol) als PMDBD-Salz wird als 
Rohprodukt der Umsetzung des aminomodifizierten Oligoribonukleotids mit 200 Aquivalenten von SPDP und 
Umwandlung zu dem PMDBD-Salz erhalten. GemaB der Reverse- Phase- HPLC- Analyse enthalt das Rohpro- 
dukt ungefahr 75% dithiopyridinmodifiziertes Produkt (eluiert bei 20% Acetonitril), verunreinigt mit 25% nicht 5 
dithiopyridin-modifiziertem Material (eluiert bei etwa 19% Acetonitril). Das Rohprodukt wird mit 100 Aquiva- 
lenten Thiocholesterin behandelt (Umsetzung in einem Totalvolumen von 2 ml Methanol/Dichlormethan (2 : 3), 
das 5 mM PMDBD-trifluoracetat enthalt, pH 8,5). Aufarbeiten und HPLC-Reinigung ergibt 4,7 AU 2 eo (etwa 
160 u.g; 39%) von Oligoribonukleotid in nicht-thiocholesterin modifizierter Form (eluiert bei etwa 18% Acetoni- 
tril), und 5,7 AU 2 eo(etwa 190 |xg;48%)der thiocholesterinmodifizierten Form (eluiert bei 55— 69% Acetonitril). 10 

Fig. Al undA2 

Reduzierende Spaltung des thiocholesterimodifizierten Oligoribonukleotids: Eine Losung von 0,1 AU260 
(46 nmol) thiochoiesterinmodifiziertem Oligoribonukleotid (hergestellt gemaB obigem Punkt (d)) in 900 u.1 15 
25 mM HEPES-Puffer (pH 7,3) wird auf eine Konzentration von 10 mM Dithiothreitol (durch Zusatz von 1,4 mg 
DTT) gebracht und unter Argon bei 37° C fur 18 Stunden gehalten. Die Analyse durch Reverse-Phase-HPLC (bei 
Bedingungen wie oben beschrieben worden ist) zeigt vollstandige Spaltung des gesamten Oligoribonukleotids. 
Eine ahnliche reduzierende Spaltung mit P-Mercaptoethanol (BME) ais Reduktionsmittel ergibt dasselbe Spal- 
tungsprodukt. Der Peak des neuen Produktes, vermutlich des abgespaltenen thiocholesterinf reien Oligoribonu- 20 
kleotids, eluiert bei einer Gradientenkonzentration von etwa 18% Acetonitril. Die ubrigen fruheren Eluierungs- 
peaks sind durch das Reduktionsmittel bedingt. 

Inkorporierung von thiocholesterinmodifizierten 2'-0-Methyloligoribonukleotiden in Liposomen 

25 

Markieren der Oligoribonukleotide 

Thicholesterin-modifiziertes 2'-0-Methyloligoribonukleotid und ein nicht-modifiziertes 2'-0-Methyloligori- 
bonukleotid als Kontrolle werden 5 / - 32 -P-markiert, wobei man einen Inkubationspuffer mit einer minimalen 
Menge von Reduktionsmittel einsetzt. 1 pmol Oligoribonukleotid wird inkubiert in 10 uJ Puffer [50 nM 30 
Tris • HC1 pH = 7,5, 10 mM MgCl 2 , 100 nM NaCl, 1 mM Dithioerythritol (DTE)] mit 10 Einheiten T4 Polynu- 
kleotidkinase (Boehringer Mannheim) und 2 pmol g- 32 -P-ATP wahrend 30 Minuten bei 37° C. Das markierte 
Oligoribonukleotid wird dann durch Gelfiltration gereinigt unter Zugabe von 10 pmol unmarkiertem Oligoribo- 
nukleotid, um die unspezifische Absorption zu minimieren (Sephadex G-25 (Pharmacia), 1,8 ml Bettvolumen, 
50 mM HEPES pH 7,3; der erste radioaktive Peak, der im DurchfluB erscheint, wird gesammelt). 35 

Herstellung von Liposomen 

Die Liposomen werden durch REV (reverse phase evaporation) hergestellt. WaBrige Phase: 175 u.1 50 mM 
HEPES (pH 7,3), 1 mM Calcein, 1 u.M 2'-0-Methyl-RNA(thiocho!esterin-modifiziert oder nicht-modifiziert als 40 
Kontrolle), versehen mit einer Spurmenge von 5'- 32 -P-markiertem Material. Organische Phase: Losung von 
5 jxmol L-a-Lecithin (von Eigelb, vorwiegend Palmitoyloleoyl-phosphatidylcholin; Avanti Polar Lipids) in 600 u.1 
Diethylether (extrahiert mit 50 mM HEPES-Puffer). Die beiden Phasen werden sorgfaltig in einer Glasrohre 
durch Aufwirbeln gemischt und 5 Min. bei 0°C in einem badahnlichen Beschallungsgerat beschallt. Die anfallen- 
de stabile Emulsion wird langsam in einem rotierenden Verdampfer unter gelegentlichem Aufwirbeln der 45 
Mischung eingedampft. Nach dem vollstandigen Entfernen des Diethylethers (etwa 30 Minuten bei 200 mbar) 
wird die Liposomenlosung nochmals 20 Min. bei 0°C beschallt. Die erhaltene Losung wird mit 175 jxl 50 mM 
HEPES pH 7,3 verdunnt und bei 2°C gelagert 

Gelfiltration der Liposomen 50 

Die Liposome (eine Teilmenge von 200 u.1) werden von uninkorporiertem Material durch Gelfiltration [Sepha- 
dex G-75 superfine (Pharmacia), 10 ml Bettvolumen, 50 mM HEPES pH 7,3] getrennt. Fraktionen von 600 jil 
werden gesammelt und UV-Analyse und Scintillationszahlung unterworfen. Die Calcein-Absorption (493 nm) 
wird fur die unspezifische Absorption der Liposome bei 600 nm gemessen. Als Kontrolle wird eine Teilmenge 55 
des markierten Oligoribonukleotids, das nicht durch Thiocholesterin modifiziert ist, analog chromatographiert. 

Die Effizienz der Einkapselung wird aus der Calceinabsorption, die mit den Liposomfraktionen (in den 
Fraktionen 4 — 7) assoziiert ist, und dem nicht-inkorporierten Calcein, das mit den Fraktionen (10—25) mit 
niedrigem Molekulargewicht eluiert wird, berechnet. Die Inkorporation des Oligoribonukleotids wird bestimmt 
durch Vergleichen der Radioaktivitat der Liposomfraktionen (4—7) mit der gesamten eluierten Radioaktivitat 60 
im Fall von unmodifizierten Oligoribonukleotiden und der Radioaktivitat in den Oligonukleotidfraktionen 
(8—16, siehe Fig. 13 und 14) im Fall der thiocholesterinmodifizierten Oligoribonukleotide. (Der Wert der 
Radioaktivitat, die mit den Liposomen assoziiert ist, wird korrigiert, um den Wert der unspezifisch inkorporier- 
ten 32 -P-phosphate oder Nukleotide, die vom Abbau markierter Oligoribonukleotide stammen). Die Verteilung 
der Radioaktivitat ist folgende: unmodifizierte Oligoribonukleotide: Liposome assoziiert 8%, Oligoribonukleo- 65 
tid 31%, Phosphate 61%; thiocholesterin-modifizierte Oligoribonukleotide: Liposome assoziiert 46%; Oligori- 
bonukleotid 1 9% ; Phosphat 34%. 

Fig. A3: Gelfiltration der Liposompraparation mit thiocholesterinmodifizierter 2 / -0-Methyl-RNA. 
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Fig. A4: Gelfiltration der Liposompraparation mit unmodifizierter 2'-0-Methyl-RNA. Als Kontrolle wird das 
5'-markierte Oligoribonukleotid, (mit unterbrochener Linie) mit einem Maximum in Fraktion 14 gezeigt. Der 
zweite Peak der Radioaktivitat (in den Fraktionen 16 — 24, mit niedrigem Molekulargewicht) der in der Liposom- 
praparation auftritt (gefullte Dreiecke in der Zeichnung) ist vermutlich durch den Abbau durch Nuklease oder 
5 durch Schaden durch die Beschallung wahrend der Herstellung des Liposoms bedingt 

Die Effizienz der Inkorporation der Oligoribonukleotide in Liposompraparation wird in der folgenden Tabelle 
zusamengefaBt: 



Liposomeinkapselung von 
Calcein RNA 



unmodifizierte Oligoribonukleotide 6% 8% 

thiocholesterin-modifizierte Oligoribonukleotide 15% 68% 

15 

Abbau durch alkalische Phosphatase 

Eine Teilmenge (400 jil) der vereinigten Liposomfraktionen, die die thiocholesterin-modifizierten Oligoribo- 
nukleotide enthalten (Sephadex G 75, Fraktionen 5 + 6, in 50 mM HEPES pH 7,3) wird mit 5 Einheiten (aus 
20 Kalberdarm, Boehringer Mannheim) wahrend 2 Stunden bei 37° C behandelt. 

Als Kontrolle wird dieselbe Menge von Liposomen mit 5 Einheiten Alkaliphosphatase in Gegenwart von 1 |il 
Triton X-100 fur 1 Stunde bei 37° C behandelt. Die Abbauprodukte werden durch Gelfiltration analysiert 
(Sephadex G-25 PD-10 Saulen) und die erhaltenen Fraktionen (800 werden wie oben beschrieben charakteri- 
siert. 

25 Die Resultate der Gelfiltration der Alkaliphosphataseabbauprodukte werden in Fig. 5 zusammengefaBt: 

Das 5'-markierte von etwa der Halfte des an die Membran assoziierten Oligoribonukleotids wird entfernt 
( 32 P04 2 ~, Fraktionen 7—12). Dem entspricht, daB die Halfte des Oligoribonukleotids an der AuBenseite der 
Liposommembran assoziiert ist. 

Die Daten der Gelfiltration des Alkaliphosphataseabbaus in Gegenwart von Triton X-100, der den Zusam- 
30 menbruch des Liposoms verursacht, sind in Fig. A6 zusammengefaBt: alle Oligoribonukleotide sind angreifbar 
und werden durch Phosphatase abgebaut (die ganze Radioaktivitat ist in den Phosphatfraktionen 7 — 12). Das 
Calcein tritt ebenfalls aus den Liposomen aus und eluiert als breiter Peak in den Fraktionen 7 — 17, die niedrige 
Molekulargewichte zeigen. 

Diese Beispiele zeigen deutlich, daB der Grad der Inkorporation der thiocholesterin-modifizierten Oligoribo- 
35 nukleotide wesentlich hoher ist als der der unmodifizierten. 

Analog den obigen Beispielen konnen auch mehrere cholesterin- oder thiocholesterin-modifizierte 2'-0-Alky- 
loligoribonukleotide in Liposomen inkorporiert werden. 

Patentanspruche 

40 

1. Oligoribonukleotide, aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der allgemeinen Formel II, 
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50 worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 
R Alkyl mit 1 bis 30 C- Atomen bedeutet, und 

E 1 ein Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphoramidat- oder Phosphorthioatrest ist, 
oder deren 2' — OH oder 2 / -Desoxyderivat, 
55 wobei in mindestens einem der Nukleotide R Alkyl mit 2 bis 30 C- Atomen ist, und worin die endstandigen 

Gruppen in den Positionen 3' und 5' unabhangig voneinander eine Hydroxylgruppe oder einen Phosphate- 
sterrest, oder eine durch eine markierende Gruppe oder lipophile Gruppe modifizierte Hydroxylgruppe 
bedeuten. 

2. Oligoribonukleotid nach Anspruch 1, worin in dem Nukleotid der Formel II B ungeschutztes Adenin, 
60 Cytosin, Uracil oder Guanin ist. 

3. Oligoribonukleotid nach Anspruch 1 oder 2, worin R Alkyl mit 2 bis 8 C- Atomen, vorzugsweise Ethyl, ist. 

4. Oligoribonukleotid nach einem der Anspruche 1 bis 3, das in Position 3' durch Fluorescein oder Thiocho- 
lesterol modifiziert ist. 

5. Liposom, in das 3'-Cholesterin oder 3'-thiocholesterinmodifiziertes Oligoribonukleotid, wie es in einem 
65 der Anspruche 1 bis 3 definiert ist, inkorporiert ist. 

6. Alkylierter Ribonukleotidbaustein der allgemeinen Formel I, 
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s'o 



O B 




(I) 



EO OR 



worin 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 

R Alkyl mit 2 bis 30 C-Atomen bedeutet, E ein Phosphitester-, H-Phosphonat-, Phosphatester-, Phosphat- 

diester- oder Phosphoramidatrest ist und 

S' eine in der Oligonukleotidsynthese ubliche Schutzgruppe bedeutet. 

7. Ribonukleotidbaustein nach Anspruch 6, worin B N 6 -Benzoyladenin oder N 6 -Phenoxyacetyl-adenin, 
N 4 -Benzoyl-cytosin, Uracil oder N 3 -Cyanoethyl-uracil, N 2 -Benzoyl-guanin, N 2 -Phenoxyacetyl-guanin oder 
N 2 -Phenoxyacetyl-0 6 -nitrophenylethyl-guanin ist 

8. Ribonukleotidbaustein nach Anspruch 6 oder 7, worin R Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen, vorzugsweise Ethyl 
oder n-Butyl ist. 

9. Ribonukleotidbaustein nach einem der Anspruche 6 bis 8, worin E N,N-Di(l-methylethyl)methox- 
yphosphoramidit oder N,N-Di(l-methylethyl)-cyanoethoxyphosphoramidit ist 

10. Ribonukleotidbaustein nach einem der Anspruche 6 bis 9, worin S 1 Dimethoxytrity! oder Monoethox- 
ytrityl ist 

1 1. Nukleosid der allgemeinen Formel III, 



worin 

B in Position 6 durch Nitrophenylethyl geschutztes Guanin und 
R Methyl ist, oder 

B ungeschutztes oder geschutztes Cytosin, Inosin, Uracil oder Guanin ist und 
R Alkyl mit 2 bis 30 C-Atomen. 

12. Nukleosid nach Anspruch 11, worin B N 4 -Benzoyl-cytosin, N 3 -Cyanoethyl- uracil, N 2 -Phenoxyacetyl- 
guanin oder N 2 -Phenoxyacetyl-0 6 -nitrophenyletnyl-guanin ist und/oder R Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen, 
vorzugsweise Ethyl oder n- Butyl ist 

13. Verfahren zur Herstellung eines Oligoribonukleotides, aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der allgemei- 
nen Formel II, 



worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 
R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und 

E 1 ein Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphoramidat- oder Phosphorthioatrest ist, 
oder deren 7'— OH oder 2'-Desoxyderivat, 

wobei in mindestens einem der Nukleotide R Alkyl mit 2 bis 30 C-Atomen ist, und 

worin die endstandigen Gruppen in den Positionen 3' und 5' unabhangig voneinander eine Hydroxylgruppe, 
einen Phosphitester-, H-Phosphpnat- oder Phosphatesterrest, oder eine durch eine markierende Gruppe 
oder lipophile Gruppe modifizierte Hydroxylgruppe bedeuten, dadurch gekennzeichnet, daB man die 
entsprechenden Ribonukleotidbausteine in Gegenwart eines Kopplungsreagenz verknupft und gewunsch- 
tenfalls in das so erhaltene Oligoribonukleotid markierende Gruppen und/oder lipophile Gruppen einfuhrt 
und gewiinschtenfalls Schutzgruppen abspaltet. 

14. Verfahren zur Herstellung eines Oligoribonukleotides, aufgebaut aus 8 bis 35 Nukleotiden der allgemei- 
nen Formel II 




HO OR 




— E'O OR 
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worin 

B Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet, 
R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen bedeutet, und 

E 1 ein Phosphatester-, Phosphatdiester-, Methylphosphonat-, Phosphoramidat- oder Phosphorthioatrest ist, 
oder deren 2' — OH oder 2'-Desoxyderivat, wobei mindestens eines der Nukleotide ein 2 / -OR-Nukleotid (II) 
ist, und 

worin die endstandigen Gruppen in den Positionen 3' und 5' unabhangig voneinander eine Hydroxylgruppe, 
oder einen Phosphatesterrest, oder eine durch eine markierende Gruppe oder lipophile Gruppe modifizier- 
te Hydroxylgruppe bedeuten, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man die entsprechenden Ribonukleotid- 
bausteine durch folgendes mehrstufiges Verfahren herstellt 
a) Alkylieren eines Nukleosids der allgemeinen Formel IV, 




HO OH 



worin B geschutztes oder ungeschutztes Adenin, Cytosin oder Inosin oder O e -geschutztes Guanin oder 
N 3 -geschutztes Uracil ist und gewunschtenfalls die Hydroxygruppe in Position 5' geschiitzt ist, in 
Gegenwart einer deprotonierenden Base mit einem Alkylierungsmittel der allgemeinen Formel V, 



R-Z (V) 

worin R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen ist und Z fur eine nukleophile Abgangsgruppe (z. B. Halogen, 
Tosyl, Mesyl, Ethylsulfatrest) vorzugsweise Jod steht, umsetzt; 

b) Einfuhren von Schutzgruppen in den Basen und der Position 5' (vorzugsweise Mono- oder Dime- 
thoxytrityl); 

c) Phosphorylieren des aus dem Reaktionsgemisch isolierten 2'-0-Alkylnukleosides durch Umsetzen 
mit einem Phosphorylierungsmittel, vorzugsweise Phosphoramidit; 

d) Isolieren des 2'-0-Alkylnukleosid-Phosphoramidits durch Standardverfahren oder vorzugsweise 
durch Zusatz eines lipophilen Alkohols, vorzugsweise sec-Butanol oder iso-Propanol und Abtrennen 
des erwunschten 2'-0-Alkylnukleosid-Phosphoramidits durch Extraktion und Ausfallung; und 

e) die so erhaltenen Ribonukleotidbausteine (gewunschtenfalls zusammen mit obengenannten 2' -OH 
und/oder 2'-H-Derivaten) nach Standardmethoden verknupft, die Schutzgruppen abtrennt und ge- 
wunschtenfalls in das so erhaltene Oligonukleotid markierende Gruppen und/oder lipophile Gruppen 
einfiihrt. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, worin zur Herstellung von Guanin enthaltenden Endprodukten em 
Nukleosid (IV) verwendet wird, in dem B 0 6 -[2-(4-Nitrophenyl)ethyl]-guanin ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Alkylierung in Gegenwart von 
Natriumhydrid als deprotonierender Base, unter Verwendung von R-Jodid als Alkylierungsmittel (V) bei 
Temperaturen bis hochstens Raumtemperatur ausgefuhrt wird. 

17. Verfahren zur Herstellung der Liposomen gemaB Anspruch 4, durch Mischen und Beschallen der beiden 
Phasen, deren eine die Liposomen und deren andere die cholesterin- und/oder thiocholesterinmodifizierten 
Oligoribonukleotide enthalt 

18. Verfahren zur Herstellung eines Ribonukleotidbausteins nach einem der Anspruche 6 bis 10 durch 
Umsetzen des entsprechenden Nukleosides mit einem Phosphorylierungsmittel und Isolieren des gegebe- 
nenfalls Schutzgruppen enthaltenden Nukleotides. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB Phosphoramidid als Phosphorylierungsmittel 
verwendet wird und das Isolieren des 2'-0-Alkylnukleosid-phosphoramidits durch Standardverfahren oder 
vorzugsweise durch Zusatz eines lipophilen Alkohols, vorzugsweise sec-Butanol oder iso-Propanol, Extrak- 
tion und Ausfallung erfolgt. 

20. Verfahren zur Herstellung eines Nukleosides der allgemeinen Formel III, 




HO OR 
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worin B geschutztes oder ungeschutztes Cytosin, Uracil, Adenin, Guanin oder Inosin bedeutet und R Alkyl 
mit 1—30 C-Atomen bedeutet wenn B geschutztes oder ungeschutztes Cytosin, Uracil, Guanin oder Inosin 
ist und Alkyl mit 2—30 C-Atomen bedeutet, wenn B geschutztes oder ungeschutztes Adenin bedeutet, 
dadurch gekennzeichnet, daB man ein Nukleosid der allgemeinen Formel IV 

5 




10 



HO OH 



worin B geschutztes oder ungeschutztes Adenin, Cytosin oder Inosin oder 0 6 -geschiitztes Guanin oder 
N 3 -geschutztes Uracil ist und gewiinschtenfalls die Hydroxygruppe in Position 5' geschiitzt ist, in Gegen- 
wart einer deprotonierenden Base mit einem Alkylierungsmittel der allgemeinen Formel V, 15 

R-Z (V) 

worin R Alkyl mit 1 bis 30 C-Atomen ist und Z fur eine nukleophile Abgangsgruppe stent, umsetzt und 
gewiinschtenfalls Schutzgruppen abtrennt. 20 

21. Verfahren nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Alkylierungsmittel (V) verwendet, 
worin Z Brom oder vorzugsweise Jod ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, dadurch gekennzeichnet, daB man ein Alkylierungsmittel verwen- 
det in dem R Alkyl mit 2 bis 8 C-Atomen ist, vorzugsweise Ethyl ist. 

23. Verwendung eines Oligonukleotides nach einem der Anspruche 1 bis 4 als Antisense-Oligonukleotid, 25 
Sonde, Primer oder Primerabschnitt. 
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His tone H4 pre-mRNA 

CAGUCACAGUCGAGAGGACUUCUCUGACACCAAC GCAAUCCCUUUCGAACAUAAGG 5 

U7 RNA 



TC AC A AUGUC G AGA AAAUC S' 
2'-0-methyl 7U 19mer 
and 2'-0-<5thyl 7U 19mer 
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UC 



CACAATGTCGAGAAAATC 5' 
ssDNA 7U 18mer 



T AUAGC UAC UC A AC GG AC A 5* 
2'-0-methyl Nonsense 19mer 



UAUCACAAUGUC6AGAAAAUCUUAAACAeAUC6UCCAAAAGACU6AAGCCAGCCUUUU6CG6A 



ICUGGACGUCCGUACGUUCGAAK ^ 
RNA 7U 63mer 



1UUCGAAAGGGI 5' 
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